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1 E INLEITUNG
1.1 HISTORISCHER ÜBERBLICK
Die medizinisch-pharmakologische Geschichte der Kinine reicht in den Beginn des
20. Jahrhunderts zurück. Einen zusammenfassenden Überblick über die historische
Entwicklung der Pharmakologie der Kinine gibt die Übersichtsarbeit von REGOLI
UND BARABÉ [152] aus dem Jahre 1980.
Die 1909 von Abelous und Bardier gemachte Beobachtung, daß intravenös injizierter
Urin einen vorübergehenden Blutdruckabfall erzeugte, führte zur Entdeckung der
Kinine. Zwischen 1920 und 1930 charakterisierten F ey, Kraut und Werle die hypo-
tensiv wirkende Substanz und bezeichneten diese unter der Vorstellung, daß es sich
um ein zirkulierendes Hormon handelt, zunächst als „Kreislaufhormon“. Da vor
allem das Pankreas eine reichhaltige Quelle für die Substanz darstellte, wurde das
Hormon in „Kallikrein“ (griech. für Pankreas) umbenannt. Werle und Mitarbeiter
konnten ca. 1937 zeigen, daß Kallikrein im Plasma wiederum die Freisetzung eines
pharmakologisch aktiven Stoffes bewirken konnte, der 1948 von Werle und Berek
als „Kallidin“ bezeichnet wurde [73]. 1949 beschrieb Rocha  Silva, daß Trypsin und
verschiedene Schlangengifte mit dem Plasmaglobulin reagierten und eine Substanz
freisetzten, die einerseits zu einem systemischen Blutdruckabfall führte, andererseits
eine langsame Kontraktion des Darms hervorrief. Dieser Substanz wurde daher der
Name Bradykinin gegeben (griech.: bradys für langsam, kinein für bewegen). 1960
wurde von Elliot et al die vollständige Sequenz des Bradykinins beschrieben [73,
152]. Ab diesem Zeitpunkt gelang es, das als Nonapeptid identifizierte Hormon zu
synthetisieren und für weiterführende klinisch-experimentelle Studien zur Verfügung
zu stellen.
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Im Rahmen von Synthetisierungsprozessen wurde kurze Zeit später Kallidin als De-
capeptid identifiziert, das sich chemisch vom Bradykinin lediglich durch einen
zusätzlichen Lysinrest unterschied (Abb. 1.1). Unklarheit herrschte lange Zeit über
den Ursprungsort bzw. den Syntheseweg als auch über die genauen physiologischen
und pathophysiologischen Wirkungen von Bradykinin.
1967 wurde von FERREIRA UND VANE [60] erstmals die Inaktivierung von Bradykinin
in der Lunge beschrieben. Ab diesem Zeitpunkt wurde die zuvor vertretene Hypo-
these von im Kreislauf zirkulierenden Hormonen verworfen. 1980 konnten REGOLI
UND BARABÉ [152] die inzwischen identifizierten Kininrezeptoren in zwei
Subklassen unterteilen, die B1- und B2-Rezeptoren. Mitte der 80er Jahre wurden von
VAVREK UND STEWART [185] die ersten Bradykinin-Rezeptorantagonisten ent-
wickelt, die in den folgenden Jahren immer spezifischer wurden und bei der
Untersuchung über die genauen Wirkungseffekte bzw. -mechanismen des Brady-
kinins wichtige Erkenntnisse liefern konnten.
NAME STRUKTUR FUNKTION
Bradykinin Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg B2 > B1
Kallidin Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg B2 @ B1
des-Arg9-Bradykinin Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe B1
des-Arg10-Kallidin Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe B1
HOE 140 [D-Arg]-Arg-Hyp-Gly-Thi-Ser-Tic-Oic-Arg* B2-
Antagonist
Abb. 1.1 Struktur der Kinin-Agonisten sowie dem BK-Antagonisten HOE 140,
aufgelistet vom carboxyterminalen Ende. Kallidin und Bradykinin
unterscheiden sich chemisch lediglich in einer „Lys“-gruppe. Die Wirkungs-
aktivität an den Bradykinin-Rezeptoren (B1/B2) ist rechts dargestellt.
* Hyp: trans-4-Hydroxy-Pro; Thi:b-(2-Thienyl)-Ala; Tic: [D]-1,2,3,4-
Tetrahydroisoquinolin-3-yl-carbonyl; Oic: (3as,7as)-Octahydroindol-2-yl-
carbonyl. (nach [73])
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1.2 EINFÜHRUNG IN DAS K ALLIKREIN -K ININ-SYSTEM
Man unterscheidet heute ein plasmatisches Kallikrein-Kinin-System, das an der lo-
kalen Regulation der Gerinnung beteiligt ist, von einem multiplen glandulären
Kallikrein-System in fast allen exogenen Drüsen, Nieren, Gefäßen, Gehirn und Herz
[16, 51, 69]. Dementsprechend lassen sich Plasmakallikrein und Gewebekallikrein
differenzieren, die sich sowohl in ihren biochemischen als auch physiologischen Ei-
genschaften unterscheiden.
Die biologisch aktiven Komponenten des Kallikrein-Kinin-Systems sind die sog.
Kinine, hochaktive P ptide von 8 bis 11 Aminosäuren mit einer Halbwertszeit in
vivo von ca. 30 Sekunden, abhängig von K nintyp und Spezies [60, 64, 152]. In der
systemischen Zirkulation können nur minimale Mengen im picomolaren Bereich
nachgewiesen werden [144]. Bradykinin und Kallidin sind die beiden wichtigsten
Vertreter der Kinine [64, 69].
Ausgangspunkt der Kininkaskade des Kallikrein-Kinin-Systems und gleichzeitig
Substrat für die Kallikreine sind hoch- (HMW-) und nie ermolekulare (LMW-) Ki
ninogene, die beide in der Leber synthetisiert werden.
Bradykinin entsteht zum einen unmittelbar aus der Reaktion von aktiviertem Plas-
makallikrein mit HMW-Kininogen, außerdem auch über die Zwischenstufe des
Kallidins. LMW-Kininogen ist ausschließlich für das Gewebekallikrein zuständig, es
entsteht primär nur Kallidin [16, 133]. Das Decapeptid Kallidin besitzt eine ver-
gleichbare Aktivität wie Bradykinin, muß für seine charakteristischen Effekte aber
nicht erst in dieses umgewandelt werden. In geringen Mengen wird Kallidin durch
Abspaltung eines Lysinrestes mittels einer Aminopeptidase in Bradykinin umgewan-
delt, jedoch ist diese Reaktion im Vergleich zu der Inaktivierungsrate durch die
Hydrolyse nicht von großer Bedeutung.
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Abgebaut wir das Bradykinin über verschiedene enzymatische Mechanismen. Wich-
tig ist zum einen der Abbau durch die Kininase II (Hydrolyse), eine
Dipeptidylcarboxypeptidase, die mit dem Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)
exakt identisch ist [47, 199]. Hauptlokalisationsorte der Kininase II sind die Lungen-
strombahn und die Gefäße der Niere [32, 52]. Hier ist das Enzym in hohen
Konzentrationen als sog. „Ektoenzym“ an der Oberfläche der Endothelzellen zu fin-
den. BAKER ET AL [7] sowie RYAN [160] konnten übereinstimmend nachweisen, daß
die Lunge eine sehr hohe Abbaukapazität für Bradykinin aufweist. 80-90% des Pep-
tids werden im pulmonalen Gefäßbett während einer einzigen Passage abgebaut.
Einen zweiten wichtigen Abbauweg stellt die Kininase I (Arginincarboxypeptidase
N) dar. Diese zirkuliert frei im Plasma und etabolisiert Bradykinin und Kallidin zu
den biologisch noch aktiven Metaboliten des-arg9-Bradykinin bzw. des-arg10-Kalli-
din [51]. Das des-arg9-Bradykinin wird schließlich von der Kininase II weiter
abgebaut.
Abb. 1.2 gibt einen zusammenfassenden Überblick über Entstehung und Abbau der
Kinine sowie gleichzeitig eine Übersicht über die Interaktionen mit anderen vasoak-
tiven Systemen und der Blutgerinnung.
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Abb. 1.2 Schema zur Kininentstehung und Abbau
Bradykinin und Kallidin entstehen durch Katalyse mit Kallikreinen. Beim Menschen
wurden zwei unterschiedliche Kallikreine – das Plasma- und Gewebekallikrein –
nachgewiesen. Das Präkallikrein und das HMW (high molecular weight)-Kininogen
sind für die Aktivierung und Funktion des Faktors XII essentiell und gleichzeitig
wichtige Faktoren der G rinnungskaskade. Plasmakallikrein und der Faktor  XII
können sich gegenseitig aktivieren. Bradykinin und Kallidin werden durch die
Kininase I zu den entsprechenden des-Arg-Metaboliten abgebaut. Diese Kinine sind
potente Liganden am B1-Rezeptor, nicht aber – wie die Muttersubstanzen – am B2-
Rezeptor.
Sowohl Bradykinin wie auch Kallidin werden durch die Kininase II (ACE) inaktiviert.
katalysiert            positive Rückkopplung
B1 / B2: Wirkung am Rezeptortyp
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Bevor in den nachfolgenden Abschnitten genauer auf die hämodynamische Funktion
des Bradykinins eingegangen wird, sollen zunächst noch Eigenschaften, Wirkung
und Interaktionen des Kininogens als Muttersubstanz des Bradykinins näher
erläutert werden. Darüber hinaus sollen auch die biologischen Effekte des
Kallikreins kurz dargestellt werden. Einen Überblick gibt diesbezüglich der 1997
von COLMAN UND SCHMAIER veröffentlichte R view-Artikel [209].
Kallikreine zirkulieren in einem inaktiven Zustand im Plasma und müssen durch
andere Proteasen erst aktiviert werden. Die Kallikreine selbst haben unter den
Proteasen wiederum die höchste Spezifität für die Abspaltung von Bradykinin und
Kallidin aus den Kininogenen [73]. Kallikrein wird als der aktive Metabolit aus
Präkallikrein freigesetzt, die Aktivierung erfolgt über den Faktor XIIa oder XIIf.
Kallikrein besteht nach der Aktivierung aus zwei Untereinheiten, einer schweren
Kette von ca. 52 kD, sowie einer leichten Kette von entweder 33 kD oder 36 kD.
Die beiden Substrate des Kallikreins, das high molecular weight [HMW]- und low
molecular weight [LMW]-Kininogen sind Produkte eines einzigen Gens und
entstehen aus alternativer Prozessierung der mRNA [in 209]. HMW-Kininogen ist
ein 120 kD a-Protein, das LMW-Kininogen ein 66-kD-ß-Globulin. Biochemisch
setzen sich beide Kininogene aus mehreren Domänen zusammen, denen jeweils eine
bestimmte biologische Funktion zugeordnet ist.
Die Kininogene lassen sich in drei verschiedenen Anteile unterteilen. Eine in den
Kininogenen enthaltene Bradykinin- bzw. Kallidinsequenz verbindet sog. schwere
Ketten mit leichten Ketten. Das LMW-Kininogen unterscheidet sich vom HMW-
Kininogen hinsichtlich seiner Struktur in den leichten Ketten.
Das HMW-Kininogen spielt eine wichtige Rolle im Kontaktsystem. Bindungsstellen
für Kininogen sind auf der Zellmembran von z.B. Granulozyten, Thrombozyten und
1 EINLEITUNG       7
Endothelzellen vertreten. Diese Bindungsstellen scheinen regulierbar, die Bindungs-
fähigkeit über verschiedene Pharmaka bzw. Inhi itoren beeinflußbar. Wie diese
Bindungsstellen biochemisch genau aufgebaut sind, ist derzeit noch unklar.
Die Kininogene entfalten eine Reihe biologischer Aktivitäten, die sie entweder als
Kininogene selbst oder nach Aktivierung durch Kallikreine bzw. den Faktor XII
entfalten. Zusammen mit der Freisetzung von Bradykinin stellt das System u.a. einen
wichtigen lokalen Regulator des Blutdrucks dar, desweiteren wird die Antithrombin-
bzw. profibrinolytische Aktivität reguliert.
Hinsichtlich der Blutdruckregulation spielt die konsekutive Freisetzung von NO bzw.
PGI2 eine ganz wesentliche Rolle, hierauf wird im Verlauf dieser Einleitung noch
ausführlich eingegangen. Bezüglich der Aktivierung von Blutplättchen zeigen Ergeb-
nisse neuerer Arbeiten antiadhäsive sowie antiaggregatorischen Eigenschaften eines
Proteolyseprodukts des HMW-Kiniogens auf, hier eröffnen sich evtl. neue Möglich-
keiten in der antithrombotischen Therapie [210]. Auch im Fibrinolyse-System sind
Kininogene und Kallikreine mittels Interaktionen und gegenseitiger Regulation
beteiligt [in 209].
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1.3 BRADYKININ -REZEPTOREN UND ROLLE DES GEFÄßENDOTHELS
Bisher konnten in zahlreichen Spezies einschließlich des Menschen zwei verschie-
dene Bradykinin-Rezeptoren sicher identifiziert werden, die als B1- und B2-
Rezeptoren bezeichnet werden [23, 76, 152, 158].
Der klassische Bradykinin-Rezeptor ist der B2-Rezeptor, dieser bindet selektiv
Bradykinin und Kallidin und ist in den meisten Geweben existent. So auch in den
pulmonalen Gefäßen des Menschen, sowohl in der glatten Muskulatur als auch im
Endothel [76, 88, 119, 158, 180]. Der B2-Rezeptor vermittelt fast alle Effekte des
Bradykinins und Kallidins.
Der B1-Rezeptor bindet s lektiv die des-Arg-Metaboliten von Bradykinin und Kalli-
din und ist in den meisten Geweben geringer vorhanden als der B2-Rezeptor. Infolge
pathophysiologischer Reize wie Entzündungen, Traumata oder Gewebeverletzungen
wird der B1-Rezeptor hochreguliert, es dominieren dann die B1-Rez ptor vermittelten
Effekte [48, 152].
Hinsichtlich ihres biochemischen Aufbaus gehören sowohl der B1- wie auch der B2-
Rezeptor zu den G-Protein-gekoppelten Oberflächenrezeptoren. Aufgebaut sind
beide Rezeptoren in Form eines ‚loops‘ mit insgesamt sieben Tra smembran-
Domänen. Entscheidende Unterschiede im Aufbau der beiden Rezeptoren finden sich
neben den Liganden-Bindungsstellen v.a. im intrazellulären Anteil des Rezeptors
[64].
Übereinstimmend kommt es bei beiden Rezeptoren über eine Anbindung an die
gleiche Ga -Untereinheit (Gq) zu einer Phospholipase C-abhängigen Freisetzung von
Inositolphosphat (IP) sowie einem Anstieg von intrazellulärem Ca2+.
Über eine B2-Rezeptor-Aktivierung in den Endothelzellen führt dieser Ca2+-Anstieg
dann über einer Stimulation der Phospholipase A2 zu iner Aktivierung des
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Arachidonsäure-Metabolismus wie in der Abb. 1.4 grafisch dargestellt und im
folgenden Abschnitt noch weiter erläutert wird.
Unterschiede zwischen den beiden Rezeptoren bestehen insbesondere hinsichtlich
der funktionellen Antwort.
· Der B2-Rezeptor gehört zu den sogenannten „Recycling-Rezptoren“, d.h. der
Rezeptor spricht auf eine Stimulation mit einem intensiven, aber nur kurzen
Signal an, um dann in Form einer Internalisierung bzw. anderer Abbauprozesse
(Sequestration, Liganden-Dissoziation) für eine gewisse Zeit funktionslos zu
werden. Die Signalübertragung wird auf diese Weise sehr rasch terminiert. Bei
Langzeitstimulationen unterliegt der B2-Rezeptor einer Down-Regulation.
Divergierend hierzu weisen allerdings neuere Versuchsergebnisse der
Arbeitsgruppe um TSCHÖPE ET AL darauf hin, daß es z.B. bei dem akuten
Myokardinfarkt im Rahmen eines „Reparaturmechanismus“ auch zu einer Up-
Regulation von B2-Rezeptoren kommen kann [203].
· Der im Rahmen von inflammatorischen Prozessen exprimierte B1-Rezeptor wird
v.a. durch Wachstumsfaktoren, Zytokine oder bakterielle Lipopolysaccharide
induziert (Up-Regulation). Der B1-Rezeptor gehört zu den Rezeptoren, die keiner
Internalisierung unterliegen. Bei Dauerstimulation des Rezeptors kommt es sogar
zu einer vermehrten Expression. Somit ist eine dauerhafte Signalübertragung
gewährleistet.
Die Tabelle 1.1 gibt einen Überblick über Wirkung bzw. klinische Effekte der
Bradykinin-Rezeptoren an verschiedensten Organsystemen.
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WIRKUNG KLINISCHER EFFEKT
B1-Rezeptor
Wirkung an der glatten Muskulatur
(Kontraktion / Relaxation)
Endotoxischer Schock
Stimulation sensorischer Neurone [Chronischer-]Schmerz
Makrophagen gesteigerte Produktion von IL-1 und TNF1a
Þ Unterhaltung eines Entzündungsreizes
kardioprotektiver Effekt
(auch durch B2-Rezeptor [203])
bei myokardialer Ischämie:
· verbesserte myokardiale Reperfusion
· verhindern von Reperfusionsarrhythmien
· verbesserte myokardiale Kontraktion
· positiver Einfluß auf Glukose- und Elektrolyt-
Stoffwechsel u.a.
B2-Rezeptor
Freisetzung autokriner / parakriner Faktoren
(z.B. NO / Prostaglandine / EDHF)
Vasodilatation, gesteigerte G webeperfusion,
antithrombotische Effekte, an iproliferative Effekte
u.a.
Gefäßmuskulatur-Relaxation Vasodilatation, Tonus-Regulation
erhöhte Gefäßpermeabilität Angioödem, entzündliches Ödem
Freisetzung von Histamin aus Mastzellen Angioödem, entzündliches Ödem
Gewebeentzündung Arthritis, Kolitis, Pankreatitis, ossäre




Erregung sympathischer NervenendigungenFreisetzung von Katecholaminen
gesteigerter Glucosetransport in die Zelleerhöhte Insulin-Sensitivität, verbesserte Glukose-
Toleranz
Sensibilisierung der Atemwege Husten, Bronchokonstriktion, allergische Rhinitis,
Asthma
Nephrologische Wirkung Regulation von Volumen und Zusammensetzung des
Urins
Steigerung der Spermatogenese
Motilitätssteigerung der Sp rmien
Beeinflussung des männlichen
Fortpflanzungssystems
Beeinflussung der Blut-Hirn-Schranke erhöhte ZNS-Penetration
Tab. 1.1     Überblick über Wirkung und klinische Effekte von B1- und 2-Rezeptoren
      [nach 16, 64, 69, 73]
Einige Autoren vermuteten neben B1- und B2-Rezeptoren die Existenz weiterer
Bradykinin-Rezeptoren [55]. Wahrscheinlicher erscheint allerdings, wie REGOLI ET
AL [154] 1993 in ihrer Übersichtsarbeit veröffentlichten, daß es sich bei diesen
scheinbar „neuen“ Rezeptoren eher um bisher nicht bekannte Funktionen bzw.
Subtypen der B1- und B2-Rezeptoren handeln könnte.
Zahlreiche experimentelle Arbeiten haben ergeben, daß es zwischen den Spezies
Unterschiede im Ansprechen auf Bradykinin gibt. Der Kaninchenorganismus zählt
1 EINLEITUNG       11
hier zusammen mit dem Hund zu den sensitivsten Spezies [9, 152]. REGOLI ET AL
[153] haben 1994 neuere Untersuchungen hinsichtlich speziesspezifischer Unter-
schiede bzw. Subtypen von Bradykinin-Rezeptoren vorgestellt. U.a. wurden auch
Vergleiche an der isolierten Pulmonalarterie durchgeführt. Hiernach scheinen die
Bradykinin-B2-Rezeptorsubtypen von Mensch und Kaninchen weitgehend identisch
zu sein und sich p armakologisch z.B. von den B2-Rezeptoren von Ratte und Meer-
schweinchen zu unterscheiden. Ein vergleichbares Ergebnis erhielten GOBEIL ET AL
1996 [71]. Diese Autoren formulierten zusätzlich die Hypothese, daß die unter-
schiedliche Wirkungsintensität verschiedener Kinin-Analoga den divergierenden
pharmakodynamischen Eigenschaften des B2-Rezeptors zuzuschreiben ist. D es
wurde von GOBEIL ET AL experimentell sowohl für in vivo- als auch in vitro-Verhält-
nisse gezeigt [71].
Im wesentlichen lassen sich drei große Hauptgrupppen der Kinin-Wirkungen diffe-
renzieren: hämodynamische Effekte, m tabolische Wirkungen und nicht zuletzt
spielen die Kinine eine wichtige Rolle bei der klassischen Entzündungsreaktion [73,
120, 152]. Im Rahmen dieser Arbeit sollen v.a. die hämodynanischen Effekte des
Bradykinins im Vordergrund stehen.
Der direkte Effekt des Bradykinins auf die glatte Muskulatur der Gefäße ist eine
Kontraktion [2, 9]. Dies führt zur Vasokonstriktion von Gefäßen, deren Endothel
entfernt wurde [2]. Eine Kontraktion als Reaktion auf Bradykinin, abgesehen von der
glatten Gefäßmuskulatur, kommt in intestinalem, uterinem und tracheobronchialem
Gewebe vor [69]. In der Regel spielen sich die physiologisch relevanten vaso k iven
Wirkungen des Bradykinins in Gefäßen ab, die über ein intaktes Endothel v rfügen,
auf deren Zelloberfläche ein B2-Rezeptor ausgebildet ist [35, 183]. 1999 beschrieben
DREXLER ET AL in ihrer Übersichtsarbeit die Schlüsselrolle des vaskuläre Endothels
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in der lokalen Regulation des Gefäßtonus. Diese begründet sich durch die
Freisetzung von vasodilatierenden und vasokonstriktiven Substanzen. Eine
Dysfunktion des Endothels trägt entscheidend mit zur Pathogenese kardiovaskulärer
Erkrankungen bei [49] (Abb. 1.3).
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TXA2    Ach      BK        a          AT II
BLUTSTRÖMUNG
Relaxation
Fluß     Ach      Bk        a          AT II
PGI 2 Ca
2+             ecNOS            NO
ENDOTHEL -VERMITTELTE W IRKUNG
DIREKTE  WIRKUNG
Abb. 1.3 Endothel- vermittelte und direkte Wirkungen von Mediatoren auf
den Tonus der Gefäßmuskulatur.
Bradykinin wirkt über (Endothel)-Mediatoren relaxierend, die direkte
Wirkung auf die glatte Gefäßmuskulatur ist allerdings eine
Kontraktion. Auch eine Reihe weiterer Substanzen haben
entgegengesetzte Wirkungen. In der Regel überwiegt bei Bradykinin
der Endotheleffekt, so daß eine Relaxation resultiert. Die Pfeilstärke
kennzeichnet den jeweils überwiegenden Effekt der verschiedenen
Mediatoren. unter physiologischen Bedingungen.
Die Grafik zeigt außerdem verschiedene Freisetzungsmechanismen
für NO und PGI2.
Der wesentliche Stimulus der basalen NO-Synthase ist die
Auslenkung von Makromolekülen an der luminalen Oberfläche der
Endothelzellen (    ) mit wahrscheinlicher Öffnung von Ca2+-Kanälen,
ausgelöst durch die Blutströmung. Auch durch Agonisten kann die
NO-Produktion induziert werden. Neben dem Bradykinin gibt es hier
noch weitere Mediatoren, die r zeptorvermittelt den Ca2+-Einstrom
erhöhen und NO bzw. auch PGI2 freisetzen.
PGI2 wirkt sowohl als Mediator als auch direkt relaxierend auf die
glatte Gefäßmuskulatur.
Fluß = Blutfluß / Scherkraft, Ach = cetylcholin, Bk = Bradykinin, a
= a1-Agonisten, AT II = Angiotensin II, ecNOS = endotheliale
konstitutive NO-Synthase, NO = nitric oxide, PGI2 = Prostazyklin,
TXA2 = Thromboxan A2.
(modifiziert nach [69, 87])
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1.4 BRADYKININ -INTERAKTIONEN MIT DEM ARACHIDONSÄURESYSTEM –
BILDUNG VON THROMBOXAN A2  UND PROSTAZYKLIN
Rezeptorvermittelt ist Bradykinin in der Lage, Mediatoren freizusetzen, die zu unter-
schiedlichen Anteilen für die Wirkungsvermittlung des Peptids verantwortlich sind.
Hierzu gehören die Arachidonsäure-Metaboliten TXA2 und PGI2 [11, 21, 36, 125,
134, 201, 202] sowie als weitere Mediatoren auch NO – auf das im Verlauf dieser
Einleitung noch separat ausführlich eingegangen wird – sowie der erst seit einigen
Jahren bekannte „Endothelium-derived hyperpolarizing factor“ (EDHF) [49].
Auf zellulärer Ebene ist der B2-Rezeptor G-Protein gekoppelt. Im folgenden soll auf
die genaue Signalvermittlung des B2-R zeptors eingegangen werden, da aus einer
Aktivierung dieses Rezeptors eine Freisetzung der Arachidonsäure und deren – für
diese Arbeit interessierenden –  Metaboliten TXA2 u d PGI2 resultiert.
Zur Ausschüttung der Arachidonsäure, die in veresterter Form als Phospholipid einen
hohen Anteil an den Membranlipiden der Zellen hat, kommt es über drei verschie-
dene Wege:
1. Eine direkte Aktivierung der Phospholipase A2, diese hydrolysiert die Esterbin-
dung von Membranphospholipiden (besonders Pho phatidylcholin und
Phosphatidylethanolamin), es kommt zu einer Freisetzung von Arachidonsäure
[34].
2. Eine direkte Aktivierung der Phospholipase C [132], diese schneidet die Phos-
phodiesterbindung von Phosphatidyl-Inositol-4,5-Biphosphat, es entsteht 1,2-
Diacylglycerol unter Abspaltung von Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). Mittels
der Diacylglycerollipase sowie der Monoacylglycerollipase wird aus 1,2-Diacyl-
glycerol dann Arachidonsäure freigesetzt [142].
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3. Über eine Erhöhung der zytosolischen Konzentration von Ca2+  können die Phos-
pholipasen A2 und C indirekt aktiviert werden [172].
Die so freigesetzte Arachidonsäure wird über verschiedene Enzymsysteme nun
relativ schnell weiter metabolisiert: die Cyclooxygenase, die Lipoxygenasen sowie
das Cytochrom P450-System [73]. Die verschiedenen Systeme sowie die beiden
Arachidonsäuremetaboliten TXA2 und PGI2 sollen kurz vorgestellt werden.
· CYCLOOXYGENASE
Die Cyclooxygenase kommt in zwei Isoformen vor, Cyclooxygenase-1 und -2
(COX-1 und COX-2). Die COX-1 erscheint bedeutender, da von den meisten Zellen
konstitutiv exprimiert [172]. Die COX-2 wird bei entzündlichen Zuständen durch
Zytokine oder andere Entzündungsmediatoren induziert. Durch die Cy looxygenase-
aktivität entsteht das Prostaglandin G2 und hieraus über einen weiteren
Metabolisierungsprozeß das Prostaglandin H2 (PGH2). Es handelt sich jeweils um
chemisch instabile zyklische Endoperoxide. Das PGH2 ist die Muttersubstanz der
Prostaglandine D2, E2 und F2  [16, 131]. Außerdem entstehen aus dem PGH2 über
eine Prostazyklinsynthase das Prostazyklin (PGI2) sowie über eine Thromboxan-
synthase das Thromboxan A2 [135, 171].
Die einzelnen Abkömmlinge des Prostaglandins H2 unterscheiden sich nur in der
Position der einzelnen Hydroxyl- bzw. Ketogrupppen.
Prostazyklin und Thromboxan A2 si d zwei hochaktive, aber instabile Verbindungen.
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¨ Thromboxan A2 (TXA2)
Thromboxan A2 wurde erstmals aus Blutplättchen isoliert, es ist ein Hauptpro-
dukt des Arachidonsäurestoffwechsels der Thrombozyten [79]. Thromboxan
spielt eine wichtige Rolle bei zahlreichen physiologischen und pat ophysiologi-
schen Prozessen. Die Hauptaktivitäten des TXA2 sind die Aktivierung der
Thrombozytenfunktion und die Kontraktion glatter Muskulatur und die daraus
folgende Thromzytenaggregation bzw. Vaso- und Bronchokonstriktion [14, 79].
Für die vorliegende Arbeit ist vor allem der potente vas konstriktorische Effekt
des Thomboxan A2 von Bedeutung. Dieser Effekt des TXA2 konnte sowohl in
vitro als auch in vivo in zahlreichen Spezies nachgewiesen werden, u.a. auch für
den menschlichen Organismus [14, 77, 155, 131].
Thomboxan A2 wirkt – zusammen mit PGH2 – G-Protein-vermittelt an dem sog.
TP-Rezeptor und aktiviert die second messenger IP3, DAG und Ca2+ [37, 73, 77,
165].
TXA2 zerfällt nicht-enzymatisch durch eine spontane Hydrolyse in das stabile,
aber inaktive Thromboxan B2 (TXB2). Die Halbwertszeit T½ beträgt 30 Sekunden
[78].
¨ Prostazyklin (PGI2)
Prostazyklin kann in zahlreichen Geweben synthetisiert werden, in erster Linie
enthalten allerdings Endothelzellen die Prostazyklinsynthase [123, 127, 131,
172].
1984 beschrieben MENCONI ET AL die Prostaglandin-Produktion in drei verschie-
denen Zelltypen nach Bradykinin-Stimulation: in Endothelzellen, Zellen glatter
Muskulatur sowie Fibroblasten. PGI2 war das am meisten freigesetzte
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Prostaglandin, wobei die Endothelzellen wiederum den größten Anteil an der
Prostazyklin-Produktion hatten [127].
PGI2 hat, im Gegensatz zu anderen Prostaglandinen, kaum eine direkte Wirkung,
potenziert dafür aber den Effekt anderer Me iatoren wie z.B. des Bradykinins.
Das PGI2 bindet G-Protein-gekoppelt an sog. IP-Rezeptoren und aktiviert als se-
cond messenger die Ad nylatcyclase mit konsekutiver Steigerung des cAMP
[165].
Bei einer im Vergleich mit TXA2 etwas längeren Halbwertszeit T½ von 3
Minuten zerfällt auch PGI2 durch eine spontane Hydrolyse zu 6-keto-PGF1a.
PGI2 hat bei zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen
eine wesentliche Bedeutung [73]. Der Arachidonsäuremetabolit hemmt zum
einen sehr wirkungsvoll die Thrombozytenaggregation, darüber hinaus verhindert
Prostazyklin die Kontraktion der vaskulären und bronchialen Muskultur [131].
Aufgrund dieser Wirkungen gilt PGI2 als funktioneller Antagonist zum TXA2
[15]. Die Balance zwischen diesen beiden Eicosa oiden stellt somit sowohl einen
wichtigen rheologischen als auch vasoaktiven Steuerungsmechanismus dar.
Eine Korrelation in der Ausschüttung der beiden Metaboliten konnte auch im
pulmonalen Gefäßbett verschiedener Spezies gezeigt werden [107, 137, 140, 163,
170].
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· L IPOXYGENASEN
Mittels 5- und 12- Lipoxygenasen wird die Arachidonsäure über Oxydationsprozesse
der mehrfach vorhanden cis-Doppelbindungen zu sogenannten Hydroperoxyeicosa-
tetraensäuren (HPETE) synthetisiert. Bei diesen Metaboliten befinden sich Hydro-
peroxygruppen in verschiedenen Positionen, abhängig vom Gewebetyp [135, 171].
Auch die HPETE sind chemisch instabil und können enzymatisch und icht-enzy-
matisch in Hydroxyfettsäuren (HETE) umgewandelt werden. Mittels der 5-Lipoxy-
genase kommt es zur Bildung der Leukotriene (LT) [164], einer Gruppe teils
hochreaktiver Substanzen, die vielfältige (patho-) physiologische Funktionen ein-
nehmen. Beim Menschen verursachen Leukotriene im systemischen Kreislauf eine
Hypotension, Koronararterien und die distalen Segmente von Pulmonalarterien kön-
nen durch sehr geringe Konzentrationen von LTC4 und LTD4 verengt werden [13,
73]. Leukotriene sind außerdem an Entzündungsreaktionen sowie an der Vermittlu g
der Immunantwort beteiligt. Abgebaut werden die Leukotr ne in der Lungen, den
Nieren und der Leber [73].
· CYTOCHROM P450
Mittels des Cytochrom P450-Systems kann die Arachidonsäure ebenfalls weiter me-
tabolisiert werden. Die genauen physiologischen Mechanismen sind diesbezüglich
aber noch nicht endgültig geklärt [73].
Abb. 1.4 gibt einen zusammenfassenden Überblick über die oben beschriebenen
Interaktionen des Bradykinins mit dem Arachidonsäuresystem.
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Thromboxansynthase
Abb. 1.4 Interaktionen des Bradykinins mit dem Arachidonsäuresystem.
Dargestellt ist die Freisetzung der Arachidonsäure aus Membr nphospholipiden sowie die
sich anschließenden M tabolisierungsschritte: der Cyclooxygenaseweg mit Bildung der
Autakoide TXA2 und PGI2, der Lipoxygenaseweg und der noch nicht vollständig geklärte
Metabolismus über das Cytochrom P450-System. Nähere Erläuterungen im Text.
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1.5 BRADYKININ -INDUZIERTE WIRKUNGEN IM KARDIALEN UND PERIPHEREN
GEFÄßSYSTEM UNTER BESONDERER BEACHTUNG SEINER AUTAKOIDE
PIPER UND VANE  konnten Ende der 60er Jahre zeigen, daß Bradykinin in der Lage
ist, vasoaktive Substanzen sowohl in der Lunge als auch im übrigen Gefäßsystem
freizusetzen [148]. Im Laufe der folgenden Jahre wurden diese Substanzen als
Prostaglandine identifiziert, eine heterogene Gruppe mit unterschiedlichen chemi-
schen Strukturen und divergierenden (patho-)physiologischen Wirkungen [78, 184].
HAMBERG ET AL [79] beschrieben 1975 erstmals das Thromboxan A2, MONCADA ET
AL [129] publizierten 1976 eine Arbeit mit der Erstbeschreibung des Prostazyklins.
Das pharmakologische Wirkprinzip der bereits seit mehr als 150 Jahren bekannten
und über lange Zeit lediglich empirisch medizinisch angewendeten „NO-Substitu-
tion“ mittels Nitroglycerin bzw. Amylnitrit wurde auf der Basis einer Entdeckung
von FURCHGOTT UND ZAWADZKI aus dem Jahre 1980 erklärbar [66]. Sie beobachte-
ten, daß Gefäße unter Ac tylcholin nur dilatieren, wenn das Endothel intakt ist. Der
von ihnen postulierte „Endothelium derived relaxing factor“ (EDRF) wurde 1987
von PALMER ET AL als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert [143], zahlreiche weitere
Autoren konnten dies an verschiedenen Spezies bestätigen. [61, 93, 94, 95].
Um die kardiovaskulären Effekte und insbesondere die zugrunde liegenden Wirkme-
chanismen des Bradykinins aufzuklären, wurden zahlreiche experimentelle Arbeiten
an verschiedenen Tierspezies durchgeführt. Aber auch der menschliche Organismus
war Gegenstand in der Erforschung der systemischen Kinin-Effekte [18, 19, 20].
Trotz der verschiedenen beschriebenen Rezeptoreigenschaften bzw. deren unter-
schiedlichen Sensitivität weisen diese Versuche hinsichtlich der Wirkung von
Bradykinin im Blutkreislauf übereinstimmende Resultate auf: Bradykinin ist ein po-
tenter Vasodilatator, der an den Arteriolen des großen Kreislaufs eine sofortige
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Vasodilatation bewirkt [18]. Folge ist ein abrupter Abfall von sytolischem und dia-
stolischem Blutdruck mit reaktivem Anstieg der Herzfrequenz. Für den Menschen
wurde dies von BÖNNER ET AL [22] an gesunden Probanden gezeigt.
Verantwortlich für die durch Bradykinin induzierte vasodilatative Reaktion werden
drei verschiedene Mediatoren gemacht: NO, PGI2 sowie EDHF [42, 96].
Nachfolgend soll auf diese Bradykinin-Autakoide zunächst hinsichtlich ihrer relativ
gut erforschten vaskulären Effekte in der kardialen und peripheren Zirkulation
eingegangen werden.
1.5.1 NO (STICKSTOFFMONOXID ) UND NO-SYNTHASEHEMMUNG
NO bzw. EDRF ist im Endothel von Gefäßstrombahnen nahezu aller Spezies vor-
handen. NO ist ein potenter, endogener Vasodilatator, der von Endothelzellen
produziert und freigesetzt wird. Von PALMER ET AL wurde dies 1987 für menschliche
Endothelzellen gezeigt [143]. Übereinstimmend wurde bisher von den meisten Auto-
ren als Voraussetzung für eine NO-Freisetzung ein intakt s Endothel angenommen
[2]. Die Resultate einer neueren Arbeit von THEIS ET AL [178] von 1998 weisen al-
lerdings darauf hin, daß gerade in der pulmonalen Strombahn durch Bradykinin auch
eine „außerendotheliale“ NO-Freisetzung induziert werden kann.
Die Halbwertszeit des NO ist mit 6-50 Sekunden sehr kurz. Dennoch vermittelt
Stickstoffmonoxid eine Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Prozesse
in nahezu allen Organsystemen des Körpers [130]. Einen Überblick geben diesbe-
züglich die Arbeiten von JOHNS [97] und MARIN UND SANCHEZ-FERRER [121].
Substrat für die z lluläre Produktion des Stickstoffmonoxids ist die Aminosäure L-
Arginin. Die NO-Synthase (NOS) katalysiert enzymatisch aus dem Arginin die
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Bildung von Citrullin unter Abspaltung von NO. Dieses wird sehr schnell zu Nitrit
und Nitrat oxidiert. Die NO-Synthase kann in drei Iso nzyme unterteilt werden:
¨ die konstitutive ncNOS, die vorwiegend im Nervengewebe zu finden ist,
¨ die konstitutive ecNOS, die sich vorwiegend im Endothel befindet,
¨ die induzierbare iNOS, die nur vorübergehend gebildet wird z.B. bei
Entzündungsprozessen.
Die Regulation der endothelialen NO-Bildung verläuft über eine Steuerung der Akti-
vität der ecNOS durch Ca2+-Ionen, die mit Calmodulin einen zymaktivierenden
Komplex bilden.
Es gibt mehrere Stimuli, die über eine Aktivierung der cNOS zu einer Freisetzung
der endothelialen NO führen (siehe auch Abb. 1.3):
· Ein wesentlicher Stimulus ist die blutströmungsabhängige Aktivierung. Man
nimmt an, daß es wahrscheinlich durch eine mechanische Auslenkung von Ma-
kromolekülen an der Endotheloberfläche zu einer Öffnung von Ca2+-Kanälen und
in Folge dann zu einer Aktivierung der ecNOS kommt [30, 166]. Somit kann der
Basaltonus der Gefäße – in Form einer Autoregulation – über vom Blutstrom
ausgeübte Scherkräfte angepaßt werden. Dieser Effekt ist klinisch bei der arteri-
ellen Hpertonie von Bedeutung und ist nach neuesten Erkenntnissen durch
körperliche Aktivität verstärkt induzierbar [31, 200].
· Rezeptorvermittelte NO-Freisetzung durch Mediatoren wie Acetylcholin,
Thrombin und v.a. auch Bradykinin über den B2-Rezeptor. Dies konnte auch an
isolierten menschlichen Endothelzellen gezeigt werden [195].
Die zellulären Mechanismen, über die Bradykinin die Freisetzung des NO indu-
ziert, werden in der Übersichtsarbeit von BUSSE ET AL zusammenfassend
dargestellt [30]. Nach initialer Aktivierung der Phospholipase C durch Bradyki-
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nin kommt es zu einer vermehrten IP3-Bildung. Hieraus resultiert eine
Mobilisation von Ca2+  aus intrazellulären Depots und damit eine Erhöhung der
freien Ca2+-Konzentration. Zugleich kommt es noch zu einer Steigerung des Ein-
stroms von transmembranösem Ca2+ in die Zelle und infolge des erhöhten Ca2+-
Spiegels dann zu der ecNOS-Aktivierung.
· Weiterführende Untersuchungen konnten zeigen, daß sowohl beim Menschen als
auch anderen getesteten Spezies Endothelzellen in der Lage sind, in Form einer
autokrinen bzw. parakrinen Funktion selbständig Bradykinin zu produzieren und
in den Extrazellularraum abzugeben [87]. Hierüber kommt es in Form einer Ei-
genstimulation dann zu einer Freisetzung von NO und Prostazyklin und damit zu
einer Autoregulation des Gefäßwiderstandes und infolgedessen des Blutdrucks.
U.a. für die Steuerung des vasomotorischen Tonus der Koronargefäße scheint
dieser Mechanismus von Bedeutung [74, 87, 195]. WIEMER ET AL [195] ver-
muteten, daß die ACE-Hemmern über eine Verstärkung dieses Effektes einen
Teil ihrer therapeutischen, antihypertensiven Wirkung entfalten. EVANS ET AL
[53] sowie BUGA ET AL [27] nahmen darüber hinaus einen negativen Feedback-
Mechanismus in den Endothelzellen an, durch den NO über eine Stimualtion der
löslichen Guanylatcyclase seine eigene Freisetzung hemmt und so ebenfalls zu
einer Autoregulation des Gefäßtonus beiträgt.
Als kleines, gut diffusibles Molekül passiert NO mühelos Zellmembranen. In der
Zielzelle wird die durch NO verursachte Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur
über eine Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase erreicht, die die Bildung von
zyklischem Guanosin-Monophophat (cGMP) aus Guanosin-Triphosphat (GTP) be-
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wirkt. cGMP ist dann wiederum als second messenger in der Lage, Ionenk näle,
Proteinkinasen und Phosphodiesterasen zu regulieren [26, 53, 92].
Zur Hemmung der NO-Aktivität s ehen mehrere Substanzen zur Verfügung, die
entweder Menge, Aktivität oder Substrat der NO-Synthase beeinflussen.
¨ So kann zum einen die Aufnahme von L-Argi in in die Zelle durch Aminosäuren
wie z.B. Ornithin oder Lysin kompetitiv gehemmt werden.
¨ Als intrazelluläre kompetitive Substrate zum L-Arginin stehen Analoga wie z.B.
L-NMMA (L-Nitroarginin-Methylester), ADMA (asymmetrisches D methylargi-
nin), das auch im Körper selbst gebildet wird, oder das im Rahmen dieser Arbeit
in den Versuchsreihen eingesetzte L-NAME (w-Nitro-L-Arginin-Methylester)
zur Verfügung.
¨ In experimenteller Erprobung sind darüber hinaus direkte NO-Synthasehemmer,
außerdem ist die Expression des NOS-Gens durch verschiedene Pharmaka, u.a.
durch Dexamethason blockierbar. Auch die Oxygenierung des Gewebes hat auf-
grund möglicher Radikalbildung eine Rückwirkung auf den NO-Gehalt [87].
Für einen klinischen Einsatz – z.B. beim septischen Schock – wären v.a. selektive
Hemmer der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) von Bedeutung, die die basale NO-
Produktion über die ecNOS nicht beeinflussen. Allerdings befinden sind solche
hochselektiven iNOS-Hemmer derzeit noch in der pharmakologischen Entwicklung
bzw. Erprobung [173].
Das in dieser Arbeit verwendete L-NAME (Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester, Abb.
1.5) gehört in die Gruppe der selektiven Hemmer der cNOS-Synthase.
Mittels Versuchen an der pulmonalen Strombahn der Katzenlunge verglichen
DEWITT ET AL 1997 die hemmende Potenzen verschiedener kompetitiven NO-
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Synthasehemmer (u.a. auch L-NAME) miteinander, ohne wesentliche Unterschiede
in der Wirkungseffektivität feststellen zu können [44]. MCMAHON ET AL [126] cha-
rakterisierten L-NAME als potenten und selektiven NO/EDRF-Synthase-Hemmer im
pulmonalen Gefäßbett.
Durch den Einsatz von NO-Synthasehemmern konnte am intakten Organismus –
übereinstimmend für zahlreiche Spezies – indirekt die gefäßrelaxierende Wirkung
von NO nach Bradykinin-Applikationen im peripherem Blutkreislauf nachgewiesen
werden [62, 126, 188, 193],u.a. auch für die Kaninchenzirkulation [147].
In den zitierten Arbeiten bewirkte bereits die alleinige NO-Synthasehemmung je-
weils signifikante Anstiege im systemischen Blutdruck. Dies deutet darauf hin, daß
NO bei den genannten Spezies in Form einer tonischen Freisetzung entscheidend mit
zur Aufrechterhaltung des Grundtonus in der Gefäßbahn beiträgt.
1.5.2 PROSTAZYKLIN (PGI2)
Vergleichbare Freisetzungsmechanismen wie für das Stickstoffmonoxid werden auch
für die Produktion und Ausschüttung des zweiten wichtigen Bradykini -Autakoids,
das Prostazyklin, beschrieben. Neben physikalischen Einflüssen wie den Scherkräf-
ten des Blutflusses oder einer Hypoxie erfolgt eine Stimulation auch durch Pharmaka
(CH2)3 – CH(NH2)COOH – NH – C
NNO2
NH – H
Abb. 1.5 Chemische Struktur von L-NAME.
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wie Acteylcholin, ATP und Bradykinin [30, 87, 194]. Auf zellulärer Ebene scheint
die intrazelluläre Ca2+-Konzentration eng korreliert mit der Produktion des PGI2,
wohingegen der Ca2+-Einstrom in die Zelle wahrscheinlich ein wesentliches Signal
für eine anhaltende EDRF bzw. NO-Freisetzung darstellt [30].
Bradykinin triggert die Freisetzung von Pr staglandinen, je nach Organ bevorzugt
PGE2 oder Prostazyklin (PGI2) [21, 125]. Für das PGI2 wurde dies am menschlichen
Organismus durch in vivo-Versuche an gesunden Probanden von BARROW ET AL [11]
gezeigt. Übereinstimmend konnte in zahlreichen Spezies nachgewiesen werden, daß
PGI2 im systemischen Kreislauf an der durch Bradykinin induzierten Vasodilatation,
und damit einem Blutdruckabfall, beteiligt ist. Dies konnten KADOWITZ ET AL [98]
bzw. KADOWITZ UND SPANNHAKE [102] bereits kurz nach Identifizierung des Prosta-
zyklins mittels systemischer Cyclooxygenasehemmung zeige . Nicht ganz eindeutig
ist allerdings der Anteil, den der Arachidonsäuremetabolit an der Vasodilatation hat.
BÖNNER ET AL vermuteten in einer 1994 veröffentlichten Übersichtsarbeit unter
Zusammenschau der bis zu diesem Zeitpunkt bekannten experimentellen Ergebnisse,
daß eher das NO überwiegend für die durch Bradykinin induzierte Blutdrucksenkung
verantwortlich ist, während das PGI2 überwiegend metabolische Effekte vermittelt
[16].
So verhindern Kinine über PGI2 vermutlich den raschen Abbau von energiereichen
Phosphaten in den Myokardzellen und führen dadurch zu einer besseren Ü rleb s-
rate des Myokards nach regionaler Ischämie [114]. Eine weitere Rolle spielt das
durch Bradykinin freigesetzte PGI2 bei Reperfusionsarrhythmien sowie bei der Auf-
rechterhaltung der ko onaren Mikrozirkulation [16]. Vasodilatierende Effekte des
Bradykinins in der koronaren Zirkulation werden dagegen maßgeblich durch NO
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vermittelt, die Koronargefäße sind eine der sensitivsten Regionen des Körpers hin-
sichtlich des Ansprechens auf Bradykinin [64, 69].
1.5.3 ENDOTHELIUM -DERIVED HYPERPOLARIZING FACTOR (EDHF)
Aufgrund der Erkenntnisse des letzten Jahrzehnts scheint ein weiterer M diator an
der Regulation des Gefäßtonus im kardiovaskulären System beteiligt. Wie FELETOU
UND VANHOUTTE 1999 [59] in ihrer Übersichtsarbeit beschrieben haben, kann die
vom Endothel abhängige G fäßrelaxation nicht vollständig durch die Freisetzung
von NO und bzw. oder PGI2 erklärt werden. Eine weitere Substanz, der sogenannte
„Endothelium-derived hyperpolarizing factor“ (EDHF) scheint ebenfalls eine g -
fäßaktive Rolle zu spielen. Nach den bisherigen Resultaten kommt der EDHF neben
dem Menschen auch in zahlreichen Tierspezies vor, ein Wirkungsmaximum soll
dieser Faktor insbesondere in kleinen Arterien über eine Hyperpolarisierung der
glatten Gefäßmuskulatur entfalten [59, 156] (Abb. 6a und b).
Wie experimentelle Untersuchungen zeigen konnten, hängt es von der Organlokali-
staion ab, ob bzw. in welchen Ausmaß die oben beschriebenen Mediatoren nach
Bradykinin-Stimulation zur Ausschüttung kommen bzw. welche Wirkung diese ent-
falten. So zeigten TODA ET AL [179] an isolierten Gefäßen des Hundes, daß es in den
Koronargefäßen nach Bradykiningabe zu einer ausschließlich durch NO bedingten
Relaxation der Koronargefäße kam, in den renalen Gefäßen wurde diese durch NO
und Prostazyklin vermittelt, während in den Mesenterialvenen die Relaxation alleine
von aus dem Endothel und subendothelialen Gewebe freigesetzten PGI2 induziert
wurde [179].
Einen zusammenfassenden Überblick über die Freisetzung der Bradykinin-Autakoide
und deren Wirkungsmechanismen geben die Abb. 1.6 a und b.















Abb. 1.6 a) u. b)Endotheliale Mediatoren des Bradykinins und ihre funktionellen Interak-
tionen (a) und (b). Das Endothel nimmt eine wichtige Rolle als „Emp-
fänger“ und „Vermittler“ von Signalen wahr. Wichtige (physiologische)
Antagonisten einer Relaxation sind das Endothelin (ET) sowie das
TXA2. Auf zellulärer Ebene wird bei diesen Substanzen eine Ca
2+-
Ausschüttung induziert.
Beachtenswert ist die vermutete a okrine „Eigenstimulation“ mit in der
Endothelzelle synthetisiertem Bradykinin (a).
In (b) sind die jeweiligen 2nd-messenger auf zellulärer Ebene
dargestellt. Durch eine ACE-Hemmung (      ) wird die Konzentration
und Verweildauer des Bradykinins am Rezeptor erhöht.
gK+ = K+-Kanal, M = Muscarin-Rezeptor
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1.6 EFFEKTE VON BRADYKININ UND SEINER AUTAKOIDE IN DER  PULMONALEN
STROMBAHN
Der Effekt von Bradykinin in der pulmonalen Strombahn ist seit Jahren Gegenstand
sehr unterschiedlicher experimenteller Fragestellungen. Allerdings wird die Wirkung
des Peptids auf die pulmonale Gefäßstrombahn in der Literatur sehr kontrovers dis-
kutiert und ist letztlich bisher nur unzureichend bekannt. Die Datenlage reicht von
einer Erhöhung der Gefäßresistenz bzw. einem PAP-Anstieg [25, 139, 169], keiner
Reaktion auf das Peptid [45] bis zur Reduzierung des Gefäßtonus auf eine Bradyki-
nin-Applikation [65, 117, 162].
Untersuchungen über Bradykinin-Effekte in  der pulmonalen Zirkulation des intakten
Tiers bzw. auch am isolierten Organ werden aufgrund der sehr schnellen Inaktivie-
rung des Peptids erschwert. Hinzu kommen Interaktionen mit anderen hormonellen
Systemen [28, 142] (Abb. 1.2), die – je nach gewählter Versuchsmethodik – die Er-
gebnisse beeinflussen können.
BÖNNER ET AL postulierten 1990, daß Kinine beim Menschen in vivo im pulmonalen
Stromkreislauf keine spezifische Wirkung entfalten [18, 19]. Die menschliche Lunge
dient nach Vorstellung dieser Autoren nur als „I aktivierungsorgan“ des zirkulieren-
den Bradykinins, sie soll die arteriellen Gefäße vor unerwünscht hohen
Kininkonzentrationen schützen. Allerdings waren MAK ET AL [119] 1991 in der
Lage, mittels autoradiographischer Darstellung in vitro u.a. in den menschlichen
Pulmonalgefäßen aller Größen [3H]-Bradykinin-Rezeptorbindungsstellen zu
identifizieren. Der Einsatz von Antagonisten, und hier insbesondere die Entwicklung
von HOE 140 (Struktur siehe Abb. 1.1), konnte indirekt ebenfalls das Vorhandensein
von B2-Rezeptoren in der pulmonalen Strombahn bestätigen. Auf rund der
nachgewiesenen hohen Dichte der Rezeptoren in den Lungengefäßen wird – konträr
zu den Ansichten von BÖNNER ET AL – vermutet, daß Bradykinin durchaus eine
1 EINLEITUNG       30
wesentliche Rolle in der Regulation des pulmonalen Blutflusses spielen könnte [105,
119, 197].
Einen Hinweis auf die Komplexität des Bradykinins in der pulmonalen Strombahn
gibt die Arbeit von KEMP ET AL [105]. Die Autoren konnten zeigen, daß es deutliche
regionale Unterschiede auf das Ansprechen von Vasokonstriktoren bzw. -dilatatoren
innerhalb eines Organs gibt.
Die genaue Bedeutung von NO im pulmonalen Gefäßbett ist ebenfalls noch unklar.
Sicher ist, daß auch pulmonale Gefäße aus dem Endothel sowohl NO als auch PGI2
freisetzen können [46, 91]. Welche Rolle NO allerdings insbesondere bei der Re-
gulation von normalem bzw. auch einem pathophysiologisch erhöhten Tonus der
glatten Gefäßmuskulatur spielt, ist auch noch in neueren Arbeiten Gegenstand kon-
troverser Diskussionen [91].
Spezies- und modellspezifisch gibt es einerseits Hinweise darauf, daß NO nicht oder
nur unwesentlich für die Aufrechterhaltung des basalen Gefäßtonus in der Lunge
verantwortlich ist [44, 81, 103]. Andere Arbeiten können genau das Gegenteil zei-
gen. Hier ist das NO, ebenso wie in der systemischen Zirkulation, maßgeblich an der
Regulation des basalen pulmonalen To us verschiedener Spezies – einschließlich des
Menschen – beteiligt [40, 177].
Weitgehend übereinstimmend scheint sich allerdings abzuzeichnen, daß dem Stick-
stoffmonoxid eine bedeutende Rolle bei der Modulation des Gefäßtonus unter
(chronisch) hypoxischen Bedingungen zukommt [91, 103, 145]. Eine Freisetzung
von NO kann nach neuesten Untersuchungen von IGARI ET AL [91] wohl auch bei
kurzzeitigen hypoxischen Phasen schnell induziert werden, was zu einer
biphasischen  Druckantwort führt (initial ein PAP-Anstieg gefolgt von einem PAP-
Abfall).
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Interessant ist die Fragestellung nach der genauen Wirkungsweise des NO aufgrund
der klinischen Relevanz für die pulmonale Hypertonie. Für dieses Krankheitsbild
wird eine regionale Funktionsstörung der Lunge aufgrund eines NO-Mangels ange-
nommen, evtl. in Kombination mit einem möglicherweise ebenfalls zu geringen
Prostazyklinspiegel. Welcher der beiden Autakoide den größeren Anteil hat, ist noch
Gegenstand klinischer Forschung [46] und ist wegen daraus erwachsender Thera-
piemöglichkeiten für die praktische pharmakologische Anwendung von Bedeutung.
Neben den Unklarheiten über die Rolle des NO bezüglich seiner Regulierungsakti-
vitäten des pulmonalen G fäßtonus sind auch die genauen Mechanismen bzw.
beteiligten Metaboliten an der Vermittlung von Bradyki in-Aktivitäten in der Lun-
genstrombahn nicht sicher bekannt. Insbesondere wird diskutiert, ob auch in der
Lunge Bradykinin-Effekte über Mediatoren wie NO und Prostazyklin übertragen
werden.
Können die vasodilatatorischen Reaktionen bzw. pulmonalarteriellen Druckabfälle in
der Lungenstrombahn – vergleichbar mit den Reaktionen in der peripheren Zirkula-
tion – noch durch eine Freisetzung von NO und PGI2 erklärt werden [67, 117, 162],
so sind die von SEEGER ET AL [169], BREIL ET AL [25] oder NOSSAMAN ET AL [139]
beschrieben Anstiege des pulmonalarteriellen Gefäßwiderstandes nach Br dykini -
Stimulationen nicht durch diese Mediatoren erklärbar.
SEEGER ET AL machten für den Anstieg der Gefäßresistenz Thromboxan A2 verant-
wortlich [169]. Daß in der Lunge TXA2 gebildet werden kann, beschrieben
GRYGLEWSKI ET AL [75] bereits 1978. In den folgenden Jahren konnte gezeigt wer-
den, daß Endothelzellen in der Lage sind, infolge von Bradykinin-Stimulationen
Thromboxan A2 freizusetzen [8, 41, 127].
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Allerdings sind auch Anstiege des pulmonalen Gefäßwiderstandes nach einem Bra-
dykinin-Bolus beschrieben worden, bei denen kein Anstieg des Thromboxan A2
nachgewiesen werden konnte [25], sowie Potenzierungen von pulmonalarteriellen
Druckreaktionen nach Cyclooxygenasehemmung [139]
Zusammenfassend scheint sich allerdings – trotz teilweise sehr kontroverser Ergeb-
nisse – abzuzeichnen, daß sowohl die Freisetzung von NO als auch die Aktivierung
des Arachidonsäuresystems an der Vermittlung von Bradykinin-induzierten vasoak-
tiven Effekten in der pulmonalen Strombahn zu jeweils unterschiedlichen Anteilen
beteiligt sind.
Auf die angesprochenen komplexen physiologischen Zusammenhänge und die kon-
troversen Resultate soll im Rahmen der Diskussion – unter Einbeziehung der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit – ausführlich eingegangen werden.
1.7 KLINISCHE INTERAKTIONEN
Die seit ca. einem Jahrzehnt zunehmend häufigere und insbesondere breit re An-
wendung von primär für die antihypertensive Therapie vorgesehenen Angiotensin-
Converting-Enzym (ACE)- Hemmstoffen hat – aufgrund des deutlich verlang-
samten Kinin-Metabolismus – das Interesse an den Kinin und ihren Effekten in
den Blutgefäßen stark wachsen lassen. Nicht zuletzt durch die Ergebnisse zahlreicher
experimenteller Arbeiten ergaben sich erst die heute so vielfältigen An-
wendungsmöglichkeiten der ACE-Hemmer.
Wie zahlreiche in der neueren Literatur veröffentlichte Arbeiten übereinstimmend
beschreiben, trägt der induzierte „Kininanstau“ sowohl maßgeblich zur Wirkung,
aber zugleich auch zu den un rwünschten Effekten der weit verbreiteten Therapeu-
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tika bei, wie auch am menschlichen Organismus demonstriert werden konnte [22, 64,
69, 72, 73, 83].
ACE-Hemmer können die Wirkung von Kininen – sowohl exogenen als auch endo-
genen – nach BÖNNER ET AL [22] um ca. das 50-fache steigern und auch die
Wirkdauer erheblich verlängern.
Nach den Ergebnissen von NOLLY ET AL [138] exprimiert das Gewebe der Gefäß-
wände, wahrscheinlich im Sinne einer Autoregulation, selbst Gene für die
Produktion von ACE. Das Angiotensin-Converting-Enzym (=Kininase II) ist an der
Oberfläche der Endothelzellen lokalisiert. Darüber hinaus sind in diesen Gewebe-
schichten auch die genetischen Informationen für alle notwendigen Komponenten
zur Produktion und Ausschüttung von Kininen  – und damit ein lokales K llikrein-
Kinin-System – vorhanden [69, 138].
Somit kann durch Gabe eines ACE-Hemmers zum einen die Wirkung von end ge-
nem, in der Gefäßwand produzierten Bradykinin potenziert werden. Zum anderen
wird die Abbaukapazität für zirkulierendes Bradykinin reduziert und damit eine
lokale Kinin-Akkumulation bzw. Wirkungsverstärkung erreicht (Abb. 1.6 b). Diese
Mechanismen sollen im Rahmen der Diskussion ebenfalls noch näher erläutert wer-
den.
Für das Herz wurde der Einfluß einer ACE-Hemmung bereits eingehend untersucht.
Eine protektive Wirkung – die zum einen auf die Bradykinin-Potenzierung direkt,
insbesondere aber auf die Ausschüttung der A takoide NO und PGI2 zurückzuführen
ist [191] – gilt als gesichert und hat sich in der Arz eimitteltherapie etabliert. Vor-
nehmlich sei an dieser Stelle auf den positiven Einfluß einer ACE-Blockade auf die
Myocard-Ischämie bzw. den -Infarkt, die linksventrikuläre Hypertrophie oder auch
auf den Nutzen bei R perfusions-Arrhythmien verwiesen [23, 69, 167, 168].
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Wie bereits im letzten Abschnitt erläutert, sind Effekt und Wirkungsprinzip von
hohen lokalen Bradykinin-Konzentrationen in der pulmonalen Gefäßstrom-
bahn nicht ausreichend bekannt. Mit der vorliegenden Arbeit soll zur weiteren
Aufklärung der pathophysiologischen Hintergründe beigetragen werden.
Eine für die Fragestellung der vorliegenden Arbeit wichtige Interaktion besteht
neben der Kumulation von Kininen unter ACE-Hemmung auch zwischen dem
Kininogen-Kallikrein-Kinin-System und septischen Prozessen.
Im septischen Schock kommt es, induziert durch Lipopolysaccharide (Endotoxin),
über das Lipid A zur Freisetzung von endogen aktiven Substanzen wie Zytokinen,
Arachidonsäuremetaboliten, G rinnungsfaktoren, NO sowie des PAF (platelet-
activating-factor). Darüberhinaus beschrieben z.B. MILLER AND MARGOLIUS 1997
[204], daß es im Rahmen der Sepsis auch zu einer Aktivierung des Kininogen-
Kallikrein-Kinin-Systems mit einer daraus resultierenden erheblichen Kinin-
Freisetzung kommt. Die Kinine sind entsprechend der in Tab. 1.1 dargestellten
Effekte in der Lage, eine gesteigerte Gefäßpermeabilität hervorzurufen, außerdem
erfolgt die Produktion toxischer O2-Metaboliten, die Bildung von Mikrothromben,
sowie NO- bzw. Arachidonsäure-Metaboliten-vermittelt ein systemischer
Blutdruckabfall. Kinine nehmen somit eine wesentliche Funktion bei septischen
Prozessen bis hin zum septischen Organversagen ein.
Von wichtiger Bedeutung bei der Sepsis sind nach neueren Erkenntnissen auch die
über Jahre als inaktiv (mit Ausnahme von des-arg9-Bradykinin bzw. des-arg9
Kallidin) eingestuften Abbaufragmente des Kalli ins und Bradykinins.
Erwähnenswert ist hier insbesondere das stabile Pent peptid RPPGF (Arg-Pro-Pro-
Gly-Phe), das nach den Ergebnissen von MORINELLI ET AL eine protektive Funktion
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gegenüber dem zerstörerischen Effekt des Lipopolysaccharids als Sepsis-indu-
zierender Metabolit ausübt [205].
Zusammenfassend spielen Bradykinin bzw. dessen Abbauprodukte gerade in der
Frühphase des endotoxischen Schocks eine zentrale Rolle. Unter der Vorstellung, die
septischen Ablaufprozesse beeinflussen zu können, sind seit Jahren Bradykinin-
Rezeptor-Antagonisten in (klinisch-)experimenteller Erforschung. Einige Arbeits-
gruppen konnten einen positiven Einfluß von Rezeptor-Antagonisten im septischen
Geschehen nachweisen, wie in den Übersichtsarbeiten von HIRAYAMA ET AL [206]
und HEITSCH [20] gerade hinsichtlich einer verbesserten Überlebensrate bzw.
verbesserter hämodynamischer Parameter dargestellt wird oder auch von YEKEBAS
ET AL [208] für den septisches Kreislaufkollaps bei schwerer Pankreatitis beschrieben
wird. Dennoch haben Bradykinin-Rezeptor-Antagonisten bis heute noch keinen
Einzug in die klinische Therapie gehalten, da die positiven Effekte insgesamt
weniger überzeugend ausfielen als erwartet. Ggf. könnten hier die z. Zt. teilweise
noch als „Prototypen“ vorliegenden sog. 3rd-generation-B2 Rezeptor-Antagonisten
einen weiteren Durchbruch erzielen [207].
Bisher wurden in klinisch-experimentellen Versuchen lediglich B2-Rezeptor-
Antagonisten getestet, eine für klinische Untersuchungen ffizient  B1-spezifische
Rezeptorblockade muß noch entwickelt werden.
In Hinblick auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist auch die Rolle der
Sepsis-modulierenden Cyclooxygenase-Produkte von Bedeutung. So konnten
FISCHER ET AL an der isolierten, septischen Rattenlunge einen vasoprotektiven Effekt
durch Cyclooxygenase-Inhibition bei Bradykinin-induzierter Gefäßkonstriktion auf-
zeigen [63].
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1.8 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG
Am isolierten und perfundierten Lungenmodell des Kaninchens wurden die Auswir-
kungen von Bradykinin-Stimulationen auf den pulmonalarteriellen Druck unter
spezieller Berücksichtigung der Freisetzung von NO, PGI2 und TXA2 untersucht. Die
Versuchsreihen sollten insbesondere Aufschluß darüber geben, welche genaue Rolle
die aus der koronaren und peripheren Zirkulation bekannten Br dykinin-Autakoide
in der pulmonalen Gefäßstrombahn spielen.
Zu diesem Zweck wurden der NO-Synthasehemmer L-NAME sowie der Cyclooxy-
genasehemmer Diclofenac in den Perfusatkreislauf appliziert. Nach Auswertung der
durch die Hemmung der jeweiligen Mediatoren induzierten Effekte sollten Rück-
schlüsse auf die Funktionen der verschiedenen Substanzen und deren Interaktionen
in der Lungenstrombahn des Kaninchens gezogen werden.
Genauere Aussagen über die Arachidonsäuremetaboliten waren durch Bestimmung
der stabilen Abbauprodukte des PGI2 und TXA2 (6-keto-PGF1a bzw. TXB2) im Per-
fusat mit Hilfe eines Enzymimmunoassays möglich.
Um die pulmonalarteriellen Druckwirkungen des Bradykinins beurteilen zu können,
wurde für die Perfusion der Lungenstrombahn ein konstanter Perfusionsflow ge-
wählt. Aufgrund physikalischer Gesetzmäßigkeiten spiegelte so der in den
vorliegenden Versuchsreihen kontinuierlich aufgezeichnete Perfusionsdruck direkt
den pulmonalarteriellen Gefäßwiderstand wider.
Zur Vermeidung möglicher Interaktionen von Blut- mit Endothelzellen bzw. der
Ausschüttung von Arachidonsäuremetaboliten aus zellulären Blutbestandteilen kam
in den Versuchsreihen eine zell- und blutfreie, physiologische Perfusatlösung zum
Einsatz.
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2 M ATERIAL UND M ETHODEN
2.1 ORGANENTNAHME
Als Organspender für die isolierten Lungen dienten männliche und weibliche
Bastard-Kaninchen, die von den Behring-Werken in Marburg bezogen wurden. Die
Tiere hatten ein Körpergewicht zwischen 2,3 kg und 2,6 kg.
Ziel des Präparationsvorgangs war eine möglichst schnelle und insbesondere atrau-
matische Präparation der Lunge aus der Thoraxhöhle der Kaninchens, um optimale
Voraussetzung für stabile Versuchsverhältnisse zu schaffen.
Die Kaninchen wurden nach Legen eines per phervenösen Zugangs mit 20-30 mg/kg
Körpergewicht Pentobarbitalnatrium (NembutalÒ, CEVA GmbH, Bad Segeberg) zu-
nächst leicht narkotisiert, um streßbedingte Reaktionen v.a. im kardiopulmonalen
Kreislauf möglichst zu minimieren, danach wurde eine A tikoagulation zur Thromb-
embolieprophylaxe mit 1000 I.U./kg KG Heparin (LiqueminÒ, Hoffmann-LaRoche
AG) durchgeführt.
Nach lokaler s.c.-Anästhesie mit Lidocain (XylocainÒ, Astra Chemicals GmbH, We-
del) kaudal des Larynxbereiches wurde die Trachea freipräpariert und nach
Durchführung einer kleinen I zision eine Kunststoff-Trachealkanüle (F = 3,5 mm)
in die Luftröhre eingeführt und fixiert. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte eine kontrol-
lierte Beatmung der Kaninchenlunge.
Es schloß sich eine Narkosevertiefung mittels 35-50 mg/kg KG NembutalÒ an.
Nachdem das Tier keine Reaktionen auf Schmerzreize mehr zeigte, wurde nach Ab-
präparation von Fell-, Haut- und Muskelschichten die Abdominalhöhle kaudal des
Processus xiphoideus eröffnet und das Diapraghma beidseits vom Rippenbogen ab-
gelöst. Nun folgte eine vom oberen Abdomen ausgehende mediane St rnotomie
unter Schonung der in der Thoraxhöhle gelegenen Organe. Durch Auseinanderziehen
2  MATERIAL UND M ETHODEN                            38
und seitliche Fixierung beider Thoraxwandhälften (einschließlich der Pleura) unter
leichtem Zug mit Hilfe von Fixierungsbändern am Präparationstisch konnte nach
Abpräparation des Thymus die gesamte Trachea in der eröffneten Thoraxhöhle dar-
gestellt werden.
Ziel des sich anschließenden Präparationsschrittes war jetzt die Darstellung der Arte-
ria pulmonalis, insbesondere ihres Abgangs aus dem rechten Ventrikel.
Um diesen Bereich freizulegen und für die Katheterisierung vorzubereiten, erfolgte
eine Eröffnung und Teilresektion des Perikards. Anschließend wurde ca. 1 cm hinter
dem Ventrikelabgang der Pulmonalarterie eine lockere Ligatur um das Gefäß gelegt.
Nach Schnittinzision der A. pulmonalis konnte dann ein Kunststoff-Perfusions-
katheter (F = 4 mm) in das Gefäß eingeführt und durch Zuziehen der Ligatur fest
fixiert werden. In dem mit Perfusatlösung blasenfrei gefüllten Perfusionsschlauch
war ein mit physiologischer NaCl-Lösung gefüllter Innenkatheter zur konstanten
Druckmessung integriert. Während der Kanülierung der A. pulmonalis wurde streng
darauf geachtet, daß es zu keiner Luftembolie in die Pulmonalarterie kam. Bis zur
vollständigen Lungenentnahme aus der Thoraxhöhle wurde ein geringer Perfusions-
flow von ca. 20 ml/min aufrecht erhalten.
Nach vorsichtiger Ablösung des Mediastinalgewebes von der Lunge wurde das Or-
gan zusammen mit dem Herz aus der Thoraxhöhle entnommen und zur weiteren
Bearbeitung am Perfusions- und Beatmungskatheter freihängend fixiert.
Ein ungehinderter Abfluß des Perfusats aus den Lungenvenen wurde durch die Re-
sektion des Herzes gewährleistet. Um vereinzelte Blutauflagerungen abzuwaschen
und dadurch möglichen Ödembildungen vorzubeugen, wurde die Lungenoberfläche
mit einer 0,9%igen NaCl-Lösung vorsichtig abgespült.
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Zuletzt erfolgte eine Befestigung des Lungenpräparates an dem Haken einer Wäge-
zelle (Hottinger-Baldwin Meßtechnik, Gießen), so daß beide Lungenflügel in einem
doppelwandigen Glasbehälter frei zum Hängen kamen. Der Glasbehälter wurde mit
einem Kunststoffdeckel verschlossen. Anschließend wurde mit der Flowsteigerung
begonnen.
Mittels der Aufhängung an der elektronischen Wäge inheit konnten sowohl das
Ausgangsgewicht als auch evtl. Gewichtsänderungen der Lunge im Versuchsverlauf
kontinuierlich registriert werden.
Die gesamte Präparation dauerte ca. 20-25 Minuten, die Unterbrechung des Kreis-
laufes vom Zeitpunkt der Katheterisierung der A. pulmonalis bis zur Aufnahme der
Flowsteigerung nahm ca. 5 - 7 Minuten in Anspruch.
2.2 PERFUSION DER ISOLIERTEN LUNGE
2.2.1 PERFUSIONSSYSTEM
Ausgangspunkt des Perfusatkreislaufs des bei den Versuchen verwendeten sog.
„halboffenen Systems“ waren drei doppelwandige Glaskolben mit einem Fassungs-
vermögen von jeweils 300 ml. Zwei der Kolben dienten als P rfusatreservoir für die
ständigen Spülvorgänge des Lungenpräparates in der Zeit der Flowsteigerung zu
Beginn des Versuchs, während der dritte Kolben dauerhaft zum System hin auf
Durchfluß eingestellt war. Den Perfusatkolben nachgeschaltet war eine Roll rpumpe
(Masterflex; Cole Parmer Instruments Co; Chicago, USA), die das Perfusat durch
einen Mikrofilter (SQ 40 S; Pall Biomedical Inc, Fajardo, USA) und eine Blasenfalle
in den Pulmonalarterienkatheter und damit in die Lungenstrombahn beförderte. Nach
dem Lungendurchfluß und dem Austritt aus den Lungenvenen floß das P rfusat wie-
der über eine kurze Schlauchverbindung in den zum System hin geöffneten Kolben
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zurück. Das gesamte Perfusionsschlauchsystem war durch zahlreiche Entlüftungs-
stopfen sowie die bereits oben erwähnte Blasenfalle vor unerwünschten
Luftembolien geschützt.
Durch eine Schlauchweiche wurden kleine Mengen an Perfusat zur konstanten pH-
und Temperaturkontrolle (Microprozessor „wtw“, Weilheim) mit Hilfe einer zweiten
Pumpe (Ismatec SA, Glattbrugg, Zürich) durch einen parallel zum Hauptsystem ge-
schalteten kleinen Kreislauf gepumpt.
Um möglichst physiologische Bedingungen zu simulieren, wurden sowohl die dop-
pelwandigen Perfusatkolben als auch der Glasbehälter mit der fre hängenden
Kaninchenlunge mit Hilfe eines externen, thermostatgesteuerten Wärmesystems
(Thermomix UB, Fa. Braun, Melsungen) von konstant 370 C warmem Wasser durch-
strömt.
2.2.2 PERFUSIONSLÖSUNG
Die Kaninchenlunge wurde mit einer Krebs-Henseleit-HAES6,5%-Pufferlösung per-
fundiert. Das Perfusat setzte sich aus vier Stammlösungen zusammen.
Der pH-Wert des verwendeten Mediums lag zwischen 7,3 und 7,4. Das Perfusat wur-
de mittels Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) auf diesen Zielwert eingestellt. Der
ph-Wert wurde bei Bedarf im Verlauf der Versuchsreihen über eine Modulation der
CO2-Konzentration im Atemgas nachgeregelt und damit in dem genannten Bereich
gehalten.
Nachfolgend wird ein Überblick über die genaue Zusammensetzung des Perfusats,
bezogen auf 1000 ml gegeben (Tab 2.1, 2.2 und 2.3).
2  MATERIAL UND M ETHODEN                            41
Zusammensetzung für 1000 ml Pufferlösung:
STAMMLÖSUNGEN VOLUMEN
HAES 10 %     650 ml
Glukose 10 %       25 ml
NaHCO3     125 ml
Elektrolytlösung A     200 ml
Tab. 2.1
Die Elektrolytlösung Asetzt sich wie folgt zusammen (ad 1000 ml Aquadest)
E LEKTROLYTLÖSUNG A MENGE (g/l)
NaCl 7,156 g/l
CaCl2 . 2H2O 1,750 g/l
KH2PO4 0,750 g/l
MgCl2 . 6H2O 1,350 g/l
KCl 1,262 g/l
Tab. 2.2
Hieraus ergeben sich für die Krebs-Henseleit-HAES6,5%-Perfusionslösung folgende
(errechnete) Elektrolyt-Endkonzentrationen (mmol/l) (Tab 2.3):
E LEKTROLYTE ENDKONZENTRATION
Ca 2+               2,38 mmol/l
K +               4,50 mmol/l
Mg 2+               1,33 mmol/l
PO4 2-               1,10 mmol/l
Na +           138,00 mmol/l
Cl -           110,80 mmol/l
Tab. 2.3
2  MATERIAL UND M ETHODEN                            42
2.2.3 PERFUSIONSMODUS
Um nach der Lungenpräparation ein Auswaschen von Blutzellen und anderen Blut-
bestandteilen aus der pulmonalen Strombahn zu erreichen und diese dem
Perfusatkreislauf zu entziehen, erfolgten nach Beendigung der Präparation und Fixie-
rung des Präparates an der Wägezelle bei niedrigem Perfusionsflow mehrere
Spülvorgänge. Dem Perfusionskreislauf wurde unter ständiger pH-, pO2 -bzw. pCO2-
Kontrolle (ABL2-330, Radiometer GmbH, Willich) frische Krebs-Henseleit-
HAES6,5%-Perfusatlösung zugeführt, das die Lunge durchspülende und schließlich
wieder zurückfließende Perfusat verworfen.
Gleichzeitig mit den Spülvorgängen wurde der Perfusionsflow gesteigert. In Abstän-
den von fünf Minuten erfolgte eine langsame Flowerhöhung um jeweils 40 ml/min
bis zu einem End- bzw. Zielperfusionsflow von 200 ml/min, der dann für die Ver-
suchsdauer konstant beibehalten wurde. Die gesamte Flowsteigerung nahm somit ca.
20 Minuten in Anspruch.
Das gesamte P rfusionssystem war sowohl im Rahmen der Spülvorgänge als auch
zur Durchführung der Versuchsreihen mit einem Volumen von 200 ml gefüllt.
Es schloß sich nun eine 20-minütige „steady state“-Phase an. In dieser Zeit wurden
v.a. mehrfache pH-Wert-Kontrollen des Perfusats durchgeführt und diesbezüglich
eine evtl. notwendige Regulation des CO2-Gehalts in der Beatmungsluft vorgenom-
men. Weiterhin unterlagen der pulmonalarterielle Druck sowie das Lungengewicht
ständiger Kontrolle.
Nur bei konstant bleibenden Werten und damit stabilen Verhältnissen im isolierten
Lungenpräparat wurde nach 20 Minuten mit den Versuchsreihen begonnen.
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2.3 VENTILATIONSSYSTEM
Die Kaninchenlunge wurde mit einer Frequenz von 40/min und einem Hubvolumen
von 20ml/Atemzug beatmet (Beatmungspumpe Fa. B. Braun, Melsunge ). Somit
ergab sich ein Atemminutenvolumen (AMV) von 800ml. Die Beatmung der
Kaninchenlunge war während des gesamten Präparationsvorgangs zu keinem Zeit-
punkt unterbrochen. Nach Abschluß der Präparation war in den meisten Fällen ein 2-
bis 3-maliges Blähen (d.h. kurzzeitiger Verschluß des Exspirationsschlauchs für die
Dauer von 2 bis 3 Beatmungszyklen) der Lunge notwendig, um Atelektasen wieder
zu durchlüften und dadurch einer möglichen Ödem twicklung vorzubeugen. Aus
dem gleichen Grund wurde nach Beendigung der Präparation ein positiv e dexs i-
ratorischer Druck (PEEP) von ca. 1,5-2 cm H2O eingestellt.
Initial wurde die Lunge zur Sauerstoffaufsättigung mit 5 l O2/min beatmet, kurz vor
Katheterisierung der A. pulmonalis wurde die O2-Zufuhr auf den Raumluftgehalt
(21% O2) reduziert. Außerdem erfolgte zum gleichen Zeitpunkt eine Steigerung der
CO2-Zufuhr in der Beatmungsluft, um einen pH-Wert des Perfusats zwischen 7,3 und
7,4 einzustellen.
2.4 MESSUNG DES PULMONALARTERIELLEN DRUCKS (PAP)
Die Messung des pulmonalarteriellen Drucks (PAP) erfolgte mittels eines mit
physiologischer Kochsalzlösung gefüllten Innenkatheters (F = 0,5 mm), der über ein
T-Stück in den zur Lungenarterie führenden Schenkel des Perfusion schlauchs bis
zur Spitze des Pulmonaliskatheters geleitet wurde. Somit konnten die
Druckänderungen in den arteriellen Lungengefäßen unter Verwendung eines an den
Innenkatheter angeschlossenen, ebenfalls mit 0,9%iger NaCl-Lösung gefüllten
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Druckaufnehmers (CombitransÒ-Monitoring-Set; B. Braun, Melsungen) kontinuier-
lich erfaßt werden.
Alle gewonnenen Daten (pulmonalarterieller Druck, Lungengewicht und pH-Wert)
wurden mit Hilfe eines analogen Kompensationslinienschreiber (Rikadenki 'R-10
Series', Kogyo Co Ltd., Tokyo, Japan) konstant aufgezeichnet.
Einen zusammenfassenden Überblick über den Versuchsaufbau gibt die Abb. 2.1.
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2.5 PROBENENTNAHME
Vor jeder Pharmakonapplikation in den Perfusatkreislauf wurden zur Bestimmung
der stabilen Abbauprodukte der Arachidonsäuremetaboliten TXA2 und PGI2 (TXB2
und 6-keto-PGF1a) Perfusatproben von jeweils 4 ml aus dem Kreislauf aspiriert. So-
mit konnten bei der Auswertung und Interpretation der Daten direkt Rückschlüsse
bezüglich der durch die jeweiligen Substanzen induzierten Effekte auf das Arachi-
donsäuresystem gezogen werden.
Um ein absolut zellfreies Perfusatmedium zu erhalten, wurden die Proben bei 3000
U/min über 10 min bei 4oC abzentrifugiert. Der z llfreie Überstand wurde in Eppen-
dorf-Hütchen à 1 ml gefüllt und bis zur laborchemischen Auswertung bei -25oC
tiefgefroren.
2.6 HERSTELLUNG DER STAMMLÖSUNGEN DER VERWENDETEN PHARMAKA
· Bradykinin (BK)
Bradykinin ([Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg]-cetat-Salz, C50H73N15O11,
Fa. Sigma-Aldrich/Deisenhofen, MW: 1060, Produkt-Nr.: B3259), wurde in den
Hauptversuchsreihen der vorliegenden Arbeit in einer Enddosierung von 10-6 mol/l
eingesetzt. Außerdem fanden im Rahmen von Vorversuchen, zwecks Prüfung der für
die späteren Versuchsreihen am besten geeigneten BK-Dosierung, verschiedene Ver-
dünnungen Anwendung, jeweils ausgehend von einer Stammlösung mit einer
Konzentration von 10-3 mol/l.
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Die Stammlösung wurde hergestellt, indem 1,06 mg Bradykinin in 1 ml NaCl gelöst
wurden. Verdünnte man nun 1 ml der Lösung mit 4 ml Ringer-LösungÒ, ergab sich
bei Applikation von 1 ml dieser BK-Verdünnung (2*10-4 mol/l) in 200 ml Perfusat
eine Endkonzentration von 10-6 mol/l.
·  Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME)
Der  NO-Synthasehemmer Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester (Abb. 1.5) wurde als
Hydrochlorid von der Fa. Sigma-Aldrich / Deisenhofen (C7H15N5O4 . HCl, MW:
269,7; Produkt-Nr.: N5751) bezogen. Das Lösen von 26,97 mg des L-NAME in 1 ml
Aqua dest. ergab eine Stammlösung vom 10-1 ol/l. Nach Durchführung ent-
sprechender Verdünnungsreihen wurden in den Vorversuchen Dosierungen von
2*10-3 mol/l bis 2*10-6 mol/l getestet, Anwendung fand in den Versuchsreihen letzt-
lich eine L-NAME-Dosierung von 2*10-5 mol/l, hieraus ergibt sich eine Endkon-
zentration im Perfusatkreislauf von 10-7 mol/l.
· Diclofenac
Diclofenac (Abb. 2.2) gehört zu den nicht-steroidalen A tiphlogistika (NSAP), einer
Gruppe chemisch heterogener Verbindungen. Die Substanz ist den Heteroarylsäuren
zuzuordnen. Die NSAP hemmen die Cyclooxygenase und damit die Synthese von
PGG2 und allen Folgesubstanzen. Allerdings inhibieren diese Stoffe nicht den Meta-
bolismus von Arachidonsäure durch Lipoxygenasen.
Die Hemmung der Cyclooxygenase erfolgt kompetitiv, eine Ausnahme hiervon stellt
nur die Acetylsalicylsäure dar, die über eine kovalente Bindung sowohl an COX-1
und COX-2 zu einer irreversiblen Blockierung der Cyclooxgenase führt. Die meisten
der in der therapeutischen Anwendung befindlichen NSAP hemmen die COX -1 und
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COX-2 nicht selektiv, eine t ndenziell aber etwas stärkere Hemmung der COX-1
wurde beschrieben [110].
Diclofenac verfügt über eine analgetische, antipyretische und a tiphlogistische Wir-
kung. Es hemmt die Cyclooxygenase u selektiv und seine Potenz wird höher
bewertet, als die des in vielen experimentellen Arbeiten eingesetzten Indomethacins
[110]. Die Substanz ist fast vollständig (99%) an Plasmaproteine gebunden und be-
sitzt eine Halbwertszeit T½ von ein bis zwei Stunden. Abgebaut wird Diclofenac
durch ein Cytochrom-P450-Enzym in der Leber. Die Ausscheidung erfolgt überwie-
gend renal (65%) und weniger biliär (35%) [64, 73].
In den Versuchsreihen wurde Diclofenac-Natrium (VoltarenÒ, Fa. Ciba-Geigy
GmbH, Wehr; [1 Amp. à 3 ml mit 75mg Diclofenac-Natrium]) verwendet.
Zur Herstellung der Stammlösung wurde eine Ampulle des Medikaments (= 75 mg)
in 75 ml physiologische Kochsalzlösung gespritzt. Hieraus ergab sich eine Konzen-
tration von 1mg Diclofenac/ml Stammlösung. Als Bolus wurden 2 ml (= 2 mg) der
Stammlösung in den P rfusionskreislauf appliziert. Es ergab sich so eine Diclofe ac-






Abb. 2.2 Chemische Struktur von Diclofenac.
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Die Dosierung richtete sich – bei einem mittlere Körpergewicht (KG) der Kaninchen
von 2,5 kg – gewichtsbezogen nach der empfohlenen niedrigen bis mittleren Einmal-
dosis des Cyclooxygenasehemmers bei einem Erwachsenen (75 kg KG).
Tab. 2.4 gibt einen zusammenfassenden Überblick über die in den Versuchsreihen
verwendeten Pharmaka-Dosierungen.
PHARMAKON E NDKONZENTRAT ION
Bradykinin 10 -6  mol / l
Nw-Nitro-L-Arginine-Methylester (L-Name) 10
 –7 mol / l
Diclofenac 10   µg / ml
Tab. 2.4 Endkonzentration der verwendeten Substanzen im Perfusatkreislauf
(bezogen auf 200ml Perfusatvolumen)
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2.7 BESTIMMUNG DER STABILEN METABOLITEN TXB2 UND 6-KETO -PGF1a
Die gewonnenen Perfusatproben wurden nach Abschluß aller Versuchsreihen labor-
chemisch hinsichtlich der stabilen Abbauprodukte von Thromboxan A2  und
Prostazyklin ausgewertet. Hierzu wurden die stabilen Metaboliten Thromboxan B2
(TXB2) bzw. 6-keto-PGF1a bestimmt.
Für beide genannten Substanzen wurden ELISA-Testkits der Fa. Cayman (Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI 48108 USA) verwendet:
¨ 6-KETO-PGF1a : Enzyme Immunoassay Kit; Cat# 515211; 96 wells.
¨ Thromboxan B2: Enzyme Immunoassay Kit; Cat# 519031; 96 wells.
Nachfolgend soll der auf dem Grundprinzip einer Antigen-Antikörper-Reaktion be-
ruhende ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) am Beispiel des TXB2 kurz
erläutert werden.
Im Rahmen einer kompetitiven Hemmung konkurrieren freies – in den zu untersu-
chenden Perfusatproben enthaltenes – TXB2  und ein Tracer-TXB2 um eine
beschränkte Anzahl TXB2-spezifischer Kaninchen-Antiserum-Bindungsstellen. Die
Konzentration des Tracers, ein Acetylcholinesterase-Molekül gekoppelt an TXB2, ist
konstant und bekannt, während die Konzentration des freien TXB2 var iert. Die
Menge des Tracer-TXB2, die an die Antiserum-Rezeptoren andockt, ist umgekehrt
proportional zu der freien Menge an TXB2. Der TXB2-Antiserum-Komplex bindet
sich nun an die in dem Kit vorhandenen monoklonalen-Kaninchen-Antikörper. Im
Rahmen von Waschvorgängen werden ungebundene Reagenzi n aus dem Kit ent-
fernt, dann wird ein spezifisches (sog. Ellman’s) Reagenz hinzugegeben. Hierin ist
zum einen ein Substrat für die Acetylcholinesterase, das Acetylthiocholin, zum ande-
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ren 5,5`-dithio-bis-(2-Nitrobezol-Säure) enthalten. Das Acetylthiocholin wird von
der Acetylcholinesterase enzymatisch zu Thiocholin abgebaut.
Als Ergebnis der nzymatischen Reaktion ergibt sich eine gelbliche Verfärbung des
Kits, dessen Intensität im Photospektrometer bei 412 nm gemessen wird. Hier liegt
eine starke Absorption von 5-thio-2-Nitrobenzolsäure vor, die aus einer n cht-enzy-
matischen Reaktion aus Thiocholin mit 5,5`-dithio-bis-(2-Nitrobezol-Säure) entsteht.
Die Intensität der Absorption ist proportional der gebundenen Menge an Tracer-
TXB2. Aufgrund der umgekehrten Proportionalität können dann quantitative
Rückschlüsse über die in den untersuchten Perfusatproben vorhandenen TXB2-Men-
gen gezogen werden.
Identisch mit dem oben geschilderten Testablauf wird die quantitative Bestimmung
des 6-keto-PGF1a durchgeführt. Lediglich Tracer und Antiserum werden 6-keto-
PGF1a- spezifisch ausgetauscht.
Die Spezifität der Testkits für TXB2 sowie 6-keto-PGF1a werden vom Hersteller mit
100% angegeben.
2.8 STATISTISCHE AUSWERTUNG
Die statistische Auswertung der Versuchsreihen wurde mit Hilfe des PC-Programms
„STATGRAPHICS™ “ (STSC Inc., USA) durchgeführt. Für alle Meßzeitpunkte wurden
für die Parameter PAP, TXB2 sowie PGI2 jeweils die Mittelwerte, Standarabwei-
chungen und Standardfehler (SE) berechnet.
Um statistisch signifikante Aussagen bezüglich der erhaltenen Daten machen zu
können, wurden darüber hinaus Varianzanalysen und der t-Test für verbundene
Stichproben durchgeführt. Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0,05 wurden als signifikant, bei p < 0,01 als hoch signifikant bewertet.
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2.9 VORVERSUCHE
Mittels Leerversuchen (n = 6) wurde das Modell der isolierten und perfundierten
Kaninchenlunge zunächst auf Stabilität überprüft. Da der pulmonalarterielle Ge-
fäßwiderstand die maßgebliche Beobachtungsgröße der sich anschließenden
Versuchsreihen sein sollte, mußte zunächst ausgeschlossen werden, daß es zu spo -
tanen Veränderungen des PAP im zeitlichen Verlauf kommen würde. Daher wurden
die isolierten Lungen über einen Mindestzeitraum von 120 Minuten beobachtet und
sowohl der PAP als auch das Gewicht konstant registriert. Nach Abschluß der
„steady state“-Phase wurden keine Pharmaka in das Perfus tsystem appliziert.
Im Rahmen von Dosisfindungsversuchen sollten für Bradykinin und L-NAME die
für die Hauptversuche geeigneten Dosierungen herausgefunden werden.
Für das Bradykinin wurde eine Dosierung gesucht, unter der eine vasoaktive Ant-
wort in der Lungenstrombahn induzierbar war. Diese sollte gut reproduzierbar sein.
Begonnen wurde mit einer BK-Endkonzentration von 10-9 mol/l, es erfolgte eine
Steigerung der Konzentrationen in 10er-Potenzen bis zu einer Dosierung von 10-6
mol/l.
Die NO-Synthasehemmung mittels L-NAME  wurde in absteigenden Dosierungen,
beginnend mit einer Endkonzentration von 10-4 mol/l, durchgeführt. Die niedrigste
getestete Dosierung lag bei 2*10-6 mol/l, dies entspricht einer Endkonzentration im
Perfusat von 10-8 mol/l.
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2.10 VERSUCHSREIHEN I – IV
Nach Durchführung der Vorversuche wurden vier Versuchsreihen gebildet. Um hin-
sichtlich der statistischen Auswertung signifikante Aussagen machen zu können,
wurden die Versuchsreihen mit jeweils 6 Lungenpräparaten durchgeführt.
Die verwendeten Pharmaka wurden alle in Form einer Bolus-Applikation innerhalb
einer halben Sekunde in den Perfusionskreislauf injiziert.
Die verschiedenen Versuchsreihen wurden nur durchgeführt, wenn die Organe iner-
halb der „steady-state-Phase“ von 20 Minuten keine Veränderungen im pulmonal-
arteriellen Druck aufwiesen. Alle Versuche wurden in der 75. Minute –  nach Ent-
nahme einer letzten P rfusatprobe – beendet.
Identisch in allen Versuchsreihen war die zeitgleiche Applikation des jeweiligen
Pharmakons im Abstand von 15 Minuten (zum Zeitpunkt 0, 15., 30., 45. und 60. Mi-
nute). Vor jeder Injektion erfolgte die Entnahme einer Perfusatprobe zur späteren
Bestimmung der stabilen Metaboliten.
Die Einzelversuche der verschiedenen Versuchsreihen wurden randomisi rt durchge-
führt.
Das nachfolgende Übersichtsschema (Abb. 2.3) faßt den Ablauf der durchgeführten
Versuchsreihen zusammen.
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I BRADYKININ BRADYKININ BRADYKININ --- ---
II BRADYKININ BRADYKININ L-NAME BRADYKININ BRADYKININ
III BRADYKININ L-NAME BRADYKININ DICLOFENAC BRADYKININ
IV BRADYKININ DICLOFENAC BRADYKININ L-NAME BRADYKININ
· VERSUCHSREIHE I
Im Rahmen dieser Versuchsanordnung sollte mit der o.g. Dosierung die Wirkung
von rezidivierenden Bradykinin-Bolus-Applikationen aufgezeigt werden.
Insbesondere war von Interesse, welche Änderungen des pulmonalarteriellen Ge-
fäßwiderstands und damit dem pulmonalarteriellen Druck (PAP) auftraten.
Außerdem sollten Basisdaten für die drei folgenden Versuchsreihen bezüglich der
Produktion der Arachidonsäuremetaboliten Prostazyklin und Thromboxan A2  erho-
ben werden.
 MIN.       0                 15      30        45          60           75
V ERSUCHSREIHEN I  -  IV
- ss ---
Abb. 2.3 Übersichtsschema der Versuchsreihen I – IV
Die Tabelle zeigt das Schema nach dem die jeweiligen Substanzen in den
Kreislauf appliziert wurden [n=6 je Versuchsreihe].
VOR der jeweiligen Parmakongabe wurde eine P rfusatprobe entnommen,
zuletzt in der 75. Minute. (ss = steady state).
Bradykinin: 10-6 mol/l       L-NAME :  10-7 mol/l      Dilcofenac:   10 µg/ml
    = Perfusatprobe + Pharmakon   = nur Perfusatprobe
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· VERSUCHSREIHE II
Nach zweimaliger Bradykinin-Stimulation wurde L-NAME als Bolu in den Kreis-
lauf gespritzt, dann folgten in jeweils 15-minütigem Abstand erneut zwei Brady-
kinin-Stimulationen.
Ziel dieser Applikationanordnung war, Aufschluß über die Rolle des bisher v.a. im
systemischen und koronaren Kreislauf erforschten Kini -Mediators NO im pulmo-
nalen Stromkreis zu erhalten. Von Interesse war daher sowohl die direkte Reaktion
des Gefäßtonus auf eine NO-Synthasehemmung als auch die Reaktion des Gefäßwi-
derstandes auf erneute Bradykinin-Gaben in Anwesenheit des L-NAME.
Außerdem standen die Veränderungen in der Synthese von PGI2 und TXA2 unter
Beobachtung.
· VERSUCHSREIHE III
Hier erfolgte nach einmaliger Bradykinin-Stimulation ein L-NAME-Bolus in der 15.
Minute, dann eine erneute Bradykinin-Gabe gefolgt von einer Diclofenac-Substitu-
tion, bevor in der 60. Minute erneut Bradykinin appliziert wurde.
Ziel dieser Versuchsanordnung war, zunächst mittels NO-Synthasehemmung die
modulierende Wirkung des NO auszuschalten, um so ausschließlich den Einfluß der
Cyclooxygenase-Produkte – respektive von PGI2 u d TXA2 – auf den pulmonalen
Gefäßwiderstand beobachten zu können. Diesem Zweck diente ergänzend auch die
sich anschließende Cyclooxygenase-Hemmung. Bei der letzten Bradykinin-Sti-
mulation war die Produktion aller Bradykinin-Autakoide gehemmt, insbesondere war
daher jetzt die pulmonalarterielle Druckreaktion auf die erneute Peptid-Stimulation
von Interesse.
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· VERSUCHSREIHE IV
Im Vergleich mit der Versuchsreihe III wurde hier der Zeitpunkt der Diclofenac- mit
der L-NAME-Applikation vertauscht bei ansonsten unverändertem Versuchsschema.
Insbesondere sollte diese Versuchsanordnung Aufschluß darüber geben, inwiefern
sich die NO-Synthase-Hemmung nach einer Cyclooxygenase-Hemmung bei erneuter
Bradykinin-Bolusgabe auf den PAP auswirken würde.
Die frühe Gabe des Diclofenacs sollte zudem zeigen, in welcher Form die Prosta-
glandin-Metaboliten an der Vermittlung der Bradykinin-induzierten Druckreaktion
bei ungestörter NO-Synthese beteiligt sind.
Mögliche Interaktionen zwischen dem NO und den Arachidonsäuremetaboliten wa-
ren durch die sich in ihrer Aussagekraft ergänzenden Resultate der Versuchsreihen
III und IV aufzeigbar.
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3 ERGEBNISSE
3.1 VORVERSUCHE
Im Rahmen von Vorversuchsreihen sollte zunächst das System der isolierten und
perfundierten Kaninchenlunge auf Stabilität überprüft werden. Außerdem war Ziel
dieser Vorversuche, eine geeignete Dosierung der einzelnen Pharmaka für die fol-
genden Hauptversuche zu finden.
3.1.1 LEERVERSUCHE
Eine Reihe (n=6) von Leerversuchen zeigte, daß die isolierte und perfundierte Ka-
ninchenlunge unter Kontrolle von pH-Wert (7,39 ± 0,04 (SD)) bzw. pO2 und pCO2
über 120 Minuten stabil perfundierbar war. Drei Versuche wurden nach dieser Zeit
abgebrochen, ohne daß es zu einem signifikanten Druckanstieg oder einem Ge-
wichtsanstieg – im Rahmen von Ödemeinlagerungen – kam. Versuchsweise wurden
drei der Lungenpräparate über diesen Zeitraum hinaus perfundiert und beatmet, hier-
von zwei der Lungen über insgesamt 220 min. Auch hier zeigten sich keine
pulmonalarteriellen Druckänderungen. Dies läßt den Rückschluß zu, daß sich der
Versuchsaufbau eignet, Aussagen über pulmonalarterielle Druckreaktionen infolge
von Pharmakagaben in den Perfusionskreislauf zuzulassen. Spontane, durch die Ver-
suchsmethodik bedingte Änderungen des pulmonalarteriellen Drucks (PAP), konnten
ausgeschlossen werden (Abb. 3.1).
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3.1.2  DOSISFINDUNGSVERSUCHE
3.1.2.1 BRADYKININ (BK)
Ziel der Dosisfindung war, herauszufinden, ob bzw. in welcher Konzentration es
nach einer Bradykinin-Bolusapplikation in die Lungenstrombahn zu einer Änderung
des pulmonalarteriellen Drucks kommen würde.
Hierzu wurden die Bradykinin-Dosierungen in 10er Potenzen erhöht. Alle folgenden
Dosisangaben sind auf die im P rfusatvolumen (200ml) vorliegenden Endkonzentra-
tionen bezogen. Bei radykinin-Konzentrationen von 10-9 mol/l bis 10-7 mol/l kam
es zu keinen signifikanten Änderungen des PAP. Endkonzentration von 10-6 m l/l
führten hingegen zu  einem hochsignifikanten und gut reproduzierbaren PAP-An-
Abb. 3.1 Darstellung der Leerversuche [n=6] zur Überprüfung der Stabilität des ver-
wendeten Versuchsmodells. Die gestrichelten Linien kennzeichnen die
Schwankungsbreite der absoluten PAP-Werte zwischen den einzelnen iso-
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stieg. Die genannte Kinin-Konzentration wurde daher für die Versuchsreihen
gewählt (Abb. 3.2).
3.1.2.2  L-NAME
Auch für den NO-Synthasehemmer L-NAME wurden verschiedene Dosierungen
getestet, um Aufschlüsse über die in den Versuchsreihen am besten zu verwendende
Dosierung zu erhalten.
L-NAME wurde in (10er Potenzen-) abnehmenden Konzentrationen in den Strom-
kreis appliziert. Höhere Dosierungen (10-4 mol/l bis 10-6 mol/l) führten mit
unterschiedlicher Latenz direkt zu einem Anstieg des PAP, der bei den beiden höhe-
ren Konzentrationen sofort nach Applikation in den Stromkreis begann und sehr steil
ausfiel. Die Folge für die isolierte Lunge war jeweils ein sich rasch ausbildendes
Lungenödem.
Abb. 3.2 Bei den ansteigenden Bradykinin-Konzentrationen kommt es erst bei 10-6 mol/l
zu einem signifikanten und gut reproduzierbaren PAP-Anstieg [n=6].
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L-NAME in einer Endkonzentration von 10-7 mol/l erbrachte bei n = 6 Versuchen
divergierende Resultate. Bei zwei der Lungen kam es nach einer Latenz von ca. 20
Minuten ebenfalls zu einem konstanten Druckanstieg mit einem irreversiblen
Lungenödem. Bei den vier restlichen Lungen stieg der PAP innerhalb von 45
Minuten einige mmHg – ohne Ödemeinlagerung – an. Nach Ablauf dieser Zeit wur-
de eine Bradykinin-Injektion (10-6 mol/l) durchgeführt. Der PAP-Anstieg war im
Vergleich mit der initialen Bradykinin-Stimulation in gleicher Dosierung deutlich
höher. Bereits die Vorversuche deuten somit auf eine wichtige Rolle des NO bezüg-
lich der Regulation des PAP in der Kaninchenlunge hin.
Da eine L-NAME-Dosierung mit einer im Perfusionskreislauf resultierenden End-
konzentration von 10-8 mol/l den Effekt einer Bradykinin-Bolusgabe (10-6 mol/l) auf
den pulmonalarteriellen Druck nicht verstärken konnte, wurde die L-NAME-Kon-
zentration von 2*10-5 mol/l – entsprechend einer Endkonzentration von 10-7 mol/l –
für die nachfolgenden Versuchsreihen gewählt.
Abb. 3.3 gibt einen zusammenfassenden Überblick über die genannten Vorversuche.
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Abb. 3.3 Das Diagramm stellt eine zusammenfassende Übersicht über die Vorversuchsrei-
hen mit dem NO-Synthasehemmer L-NAME dar. Die Resultate der ver-
schiedenen Reihen [n = 2-3] wurden gemittelt. Lediglich bei der auch in den
späteren Versuchsreihen verwendeten Konzentration von 10-7 mol/l wurden n = 6
Versuche durchgeführt.
Initial wurde eine Bradykinin-Applikation (10-6 mol/l) durchgeführt, um eine
direkte Vergleichsmöglichkeit zu haben.
Bei einer L-NAME-Konzentration von 10-7mol/l kam es auf die Bradykinin-
Bolusgabe (10-6 mol/l) in der 60. Minute zu einer deutlichen Druckverstärkung,
wohingegen eine L-NAME-Konzentration von 10-8 mol/l keine PAP-
Potenzierung hervorrief.
Bei den höheren L-NAME-Konzentrationen wurde aufgrund des spontanen
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3.2   VERSUCHSREIHEN I-IV
3.2.1   REAKTIONEN DES PULMONALARTERIELLEN DRUCKS (PAP)
3.2.1.1  WIEDERHOLTE BRADYKININ -BOLUSAPPLIKATIONEN
  (VERSUCHSREIHE I)
Jede Bradykinin-Bolusgabe (2*10-4 mol/l) in einem zeitlichen Abstand von 15 Mi-
nuten bei einer im Perfusatstromkreis vorliegenden Endkonzentration von 10-6 mol/l
ergab einen raschen PAP-Anstieg mit einem Druckmaximum nach ca. einer Minute.
Diese Druckanstiege waren gut reproduzierbar. Das Maximum der aufeinanderfol-
genden Druckspitzen war ohne signifikante Unterschiede und lag bei drei
Stimulationen im Durchschnitt 77,82% ± 6,2% (SE) über dem Ausgangswert (p <
0,01). Nach Erreichen der Druckspitzen kam es jeweils zu einem kontinuierlichen
Absinken des PAP in den Bereich des Ausgangsniveaus. Abb. 3.4 gibt einen grafi-
schen Überblick über diesen Ablauf, die absoluten Werte können der Tabelle 3.1
entnommen werden.
Effekt wiederholter Bradykinin-Stimulationen auf den 


















PAP (Mittelwerte) mit Schwankungen der absoluten Druckwerte
BK 10-6 mol/l
Abb. 3.4 Verhalten des pulmonalarteriellen Ausgangsdrucks auf wiederholte Brady-
kinin-Stimulationen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Druckverän-
derungen als absolute PAP-Werte (mmHg) in Beziehung zum jeweiligen
Bradykinin-Applikationszeitpunkt 0, 15 und 30 Minuten. Die gestrichel-
ten Linien geben die relativ breite Streuung der absoluten PAP-Wer  zum
jeweiligen Meßzeitpunkt an [n=6].
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Nach den initialen Bradykinin-Stimulationen oh evorherige Medikamenten-
applikation kam es bei den Lungen aller 4 Versuchsreihen [n=24] bei einem
mittleren Ausgangsdruck von 6,88 ± 0,44 (SE) mmHg zu einem hochsignifikanten
PAP-Anstieg mit einem mittleren Spitzendruck von 11,75 ± 0,72 mmHg (Abb. 3.5).
      Abb. 3.5 Die Abbildungen zeigen die PAP-Reaktion nach einmaliger Brady-
kinin-Stimulation (n=24). Oben dargestellt ist der gemitt lte
Ausgangs- bzw. Spitzendruck als absoluter Wert mit dem SE,
unten die entsprechende prozentuale Änderung mit dem SE (p <
0,001).
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3.2.1.2  EINFLUß EINER NO-SYNTHASEHEMMUNG (L-NAME)
  (VERSUCHSREIHE II)
In der 30. Minute wurde – nach zweimaliger BK-Gabe (in Minute 0 und 15) – L-
NAME (2*10-5 mol/l @ 10-7 mol/l) in den Kreislauf appliziert. Diese Versuchsreihe
sollte dazu beitragen, die Bedeutung von NO für die Regulation des pulmonalarteri-
ellen Drucks nach einer Kinin-Stimulation zu charakterisieren.
Zunächst gilt festzuhalten daß jeder der 4 B a ykinin-induzierten PAP-Anstiege für
sich betrachtet signifikant war (p < 0,05).Eine Übersicht über den Druckverlauf, die
Mittelwerte mit den jeweiligen zugehörigen Standardabweichungen sowie Angaben
über die prozentualen Änderungen geben die Abb. 3.6 sowie die Tabelle 3.1.
Vergleicht man die Bradykinin-Stimulation vor L-NAME-Gabe (Zeitpunkt 15. Mi-
nute: Ausgangsdruck 7,41 ± 1,17 mmHg, Spitzendruck nach Stimulation 11,83 ±
1,52 mmHg, p < 0,05) mit dem Druckverhalten auf Bradykinin nach Gabe des NO-
Hemmers in der 45. Minute (Ausgangswert 8,75 ± 1,86 mmHg, nach Stimulation
18,66 ± 3,52 mmHg, p < 0,05), so zeigt sich eine durch L-NAME potenzierte Druck-
steigerung, die mit p = 0,052 grenzwertig signifikant ist. Setzt man hingegen die
Bradykinin-Stimulation in der 60. Minute (Ausgangswert 10,5 ± 1,85 mmHg; Spit-
zendruck 21,5 ± 3,03 mmHg, p < 0,01) in Beziehung zu dem Ausgangswert in der
15. Minute, so ist die durch L-NAME induzierte Drucksteigerung  mit p < 0,01 als
hochsignifikant einzustufen (Abb. 3.7 und Abb. 3.8).
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Bradykinin induzierter Effekt auf den 
pulmonalarteriellen Druck (PAP) in Anwesenheit




















PAP (Mittelwerte) mit Schwankungen der absoluten Druckwerte
BK 10-6 mol/l BK 10-6 mol/lL-NAME 10-7 mol/l
Abb. 3.6 Das Diagramm zeigt den Verlauf des pulmonalarteriellen Drucks auf Brady-
kinin-Bolusapplikationen (arithmetische Mittelwerte, n = 6) in Anwesenheit
des NO-Synthasehemmers L-NAME ab der 30. Minute. Es kommt zu einer
Potenzierung des Kinin-induzierten Druckanstiegs. Die gestrichelten Linien
geben die Schwankungen der absoluten Druckwerte zwischen den einzelnen
isolierten Organen an.
Abb. 3.7 Direkter Vergleich der Veränderungen des PAP [n=6]. Es kommt zu einer
Potenzierung der Druckanstiege. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten p sind
eingezeichnet. (SE = Standardfehler)
Bradykinin induzierter Effekt auf den 




















Ausgangswert Nach BK-Stimulation (10-6 mol/l)
p < 0,01
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Abb. 3.8  Darstellung der relativen Änderungen der jeweiligen PAP-Werte [n=6].
Im oberen Teil des Diagramms sind die statistischen Irrtumswahr-
scheinlichkeiten für die einzelnen Druckanstiege, im unteren Teil die
Signifikanzberechnungen für die Druckverhältnisse vor und nach NO-
Synthasehemmung dargestellt.
Bradykinin induzierter Effekt auf den 
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3.2.1.3 BRADYKININ -INDUZIERTER EFFEKT AUF DEN  PAP IN ANWESENHEIT VON
 L-NAME UND NACHFOLGEND DICLOFENAC
 (VERSUCHSREIHE III)
Wie bei der Versuchsreihe II kam es in Anwesenheit des NO-Synthasehemmers L-
NAME und nachfolgender Bradykinin-Stimulation zu einer Potenzierung (p < 0,05)
des Druckanstiegs, dieser lag im Mittel bei 228,57% ± 7,74% (SE). Auffällig bei
dieser Versuchsanordnung war jedoch, daß der pulmonalarterielle Druck nach der
Bradykiningabe in der 30. Minute nicht mehr vollständig auf den Ausgangswert ab-
sank, sondern nach einer initial raschen Druckminderung wieder eine leicht
ansteigende Tendenz zeigte. Auf die Diclof nac-Applikation in den Perfusionskreis-
lauf in der 45.Minute kam es dann allerdings zu einer abrupten Druckminderung des
PAP, so daß nach max. 10 Minuten wieder das Ausgangsniveau erreicht wurde (Abb.
3.9). Der PAP-Anstieg nach der letzten Bradykinin-Stimulation in der 60. Minute
war ohne signifikanten Unterschied zu der ersten Bradykinin-Applikation in Minute
0. (Abb. 3.10 und Abb. 3.11, Tab. 3.1)
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Bradykinin induzierter Effekt auf den 




















PAP (Mittelwerte) mit Schwankungen der absoluten Druckwerte
BK 10-6 mol/l BK 10
-6 mol/l BK 10-6 mol/l
L-NAME 10-7 mol/l Diclofenac 10 µg/ml
Abb. 3.9 PAP-Werte mit zunächst NO-Synthasehemmung (15`) und dann Cyclooxyge-
nasehemmung (45`) [n=6]. Beachtenswert ist, daß der PAP-Wert erst nach
Gabe von Diclofenac wieder auf das Ausgangsniveau abfällt. Dies deutet auf
eine Beteiligung von Cyclooxygenaseprodukten bei der Druckreaktion hin.
Abb. 3.10 Vergleich der PAP-Reaktionen [n=6]. Der Anstieg des PAP bei der zweiten
Bradykinin-Stimulation ist mit p<0,05 – genau wie die fehlende PAP - Ver-
stärkung bei der Kiningabe in der 60. Minute – signifikant.
Bradykinin induzierter Effekt auf den pulmonalarteriellen 
Druck (PAP) in Anwesenheit von
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3.2.1.4 BRADYKININ -INDUZIERTER EFFEKT AUF DEN  PAP IN ANWESENHEIT VON
 DICLOFENAC UND NACHFOLGEND L-NAME
(VERSUCHSREIHE IV)
In Ergänzung zur Versuchsreihe III wurde hier der Applikationszeitpunkt des NO-
Synthase- bzw. Cyclooxygenase-Hemmers vertauscht.
Es kam hier nach den Bradykinin-Bolusgaben in Minute 0, 30 und 60 zu jeweils
hochsignifikanten (p < 0,01) PAP-Anstiegen (Abb. 3.12). Im Vergleich untereinan-
der waren die Druckspitzen nach Br dykinin-Bolusapplikation allerdings ohne
signifikante Unterschiede. Somit ist Diclofenac über eine Cyclooxygenasehemmung
offensichtlich in der Lage, die durch L-NAME induzierte Druckpotenzierung zu ver-
hindern. Auch hier geben die Abb. 3.13. und Abb. 3.14 sowie die Tab. 3.1 einen
zusammenfassend  Überblick über die absoluten Werte bzw. die prozentualen Än-
derungen.
Abb. 3.11 Darstellung der prozentualen Änderungen des PAP in Versuchsreih  III [n=6].
Weitere  Erläuterungen im Text.
Bradykinin induzierter Effekt auf den pulmonalarteriellen 
Druck (PAP) in Anwesenheit von
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Bradykinin induzierter Effekt auf den 
pulmonalarteriellen Druck (PAP) in Anwesenheit von 


















PAP (Mittelwerte) mit Schwankungen der absoluten Druckwerte
BK 10-6 mol/l BK 10-6 mol/l BK 10-6 mol/l
Diclofenac 10µg /ml L-NAME 10-7 mol/l
Abb. 3.12 Wird der Cyclooxygenasehemmer vor der NO-Synthasehemmung gegeben,
so wird die Potenzierung des PAP-Anstieges verhindert [n=6]. Die drei PAP-
Reaktionen unterscheiden sich in ihren Spitzenwerten nicht signifikant.
Abb. 3.13 Zwischen den einzelnen Druckreaktionen bestehen keine signifikante Unter-
schiede, wenn Diclofenac vor L-NAME appliziert wird [n=6].
 Bradykinin induzierter Effekt auf den pulmonalarteriellen 
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Abb. 3.14 Darstellung der relativen Änderungen des PAP in der Versuchsreihe IV [n=6].
Zwischen den einzelnen Druckreaktionen bestehen keine signifikanten
Unterschiede. Allerdings wird durch Diclofenac die Potenzi rung des PAP
durch L-NAME verhindert. Die auch aus den Vorversuchen bekannten
Bradykinin-induzierten PAP-Anstiege bleiben unverändert und statistisch
hochsignifikant (p<0,01).
Bradykinin induzierter Effekt auf den pulmonalarteriellen 
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3.2.2 AUSSCHÜTTUNG VON PROSTAZYKLIN UND THROMBOXAN A2 INFOLGE VON
BRADYKININ -STIMULATIONEN
Jeweils vor den Bolusgaben von Bradykinin, L-NAME und Diclofenac wurde eine
Perfusatprobe aus dem Kreislauf entnommen und auf die stabilen Abbauprodukte
von Prostazyklin und Thromboxan A2  (6-keto-PGF1a bzw. TXB2) untersucht. Die
letzte Perfusatprobe wurde 15 Minuten nach der letzten Pharmakongabe (d.h. in der
75. Minute des Versuchsverlaufs) aus dem Kreislauf aspiriert.
Daß es durch Bradykinin auch in der isolierten Kaninchenlunge zu einer Aktivierung
des Arachidonsäuresystems kam, zeigte bereits der Effekt des Cyclooxyg nasehem-
mers  Diclofenac bei der Auswertung der PAP-Reaktionen.
Nachfolgend soll die Ausschüttung der beiden Metaboliten TXA2 und PGI2 - ebenso
wie die PAP-Reaktionen - für jede Versuchsreihe getrennt dargestellt werden.
3.2.2.1 ALLEINIGE BRADYKININ -STIMULATION
(VERSUCHSREIHE I)
Nach einer Bradykinin-Stimulation (n = 24) kam es bei den absoluten Werten zu
einem mittleren Anstieg des PGI2-Spiegels von 223,49 ± 29,83 (SE) pg/ml auf
259,82 ± 39,24 pg/ml, dieser Anstieg war allerdings statistisch nicht signifikant (p =
0,233) (Abb. 3.15, Tab. 3.1).
Der TXB2-Spiegel stieg im Mittel (n = 24) von 7,31 ± 0,69 pg/ml auf 10,78 ± 1,89
pg/ml. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,051 ist statistisch noch eine
Signifikanz für einen durch Bradykinin induzierten Anstieg des TXA2 anzunehmen.
(Abb. 3.16, Tab. 3.1) Zu berücksichtigen ist, daß die absoluten Mengen an ausge-
schüttetem TXA2 (respektive TXB2) sehr gering sind und im unteren
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Nachweisbereich des verwendeten Testverfahrens liegen, so daß hier meßtechnische
Einflüsse möglicherweise mit berücksichtigt werden müssen. Hierauf soll im Rah-
men der Diskussion noch näher eingegangen werden.























Ausgangswert Nach BK-Stimulation (10-6 mol/l)
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Abb. 3.15 Bradykinin-induzierte PGI2-Synthese.
Der Anstieg nach einer BK-Stimulation [n=24] ist allerdings
statistisch nicht signifikant.
Abb. 3.16 Bradykinin-induzierte TXB2 -Synthese.
Im Gegensatz zu der PGI2- roduktion kann hier bei p=0,051
[n=24] noch von einem signifikanten Anstieg nach einer ein-
maligen Bradykinin-Bolusgabe ausgegangen werden.
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3.2.2.2   EINFLUß VON L-NAME
 (VERSUCHSREIHE II)
Identisch zur Versuchsreihe I war die P ostazyklin-Ausschüttung nach den ersten
beiden Bradykinin-Stimulationen statistisch nicht signifikant. Nach Applikation des
L-NAME und erneuten Bradykinin-Boli waren zwar die im Perfusat gemessenen
absoluten Mengen an 6-keto-PGF1a erhöht, allerdings konnte auch für die beiden
letzten Bradykinin-Applikationen in die Lungenstrombahn – bei jeweils hohem SE –
kein statistisch signifikanter Anstieg des 6-keto-PGF1a rrechnet werden (Abb. 3.17,
Tab. 3.1).
Ein identisches Verhalten zeigte auch die TXA2-Ausschüttung. Auch hier ergab sich
– trotz NO-Synthasehemmung – bezogen auf die einzelnen Bradykini -Applika-
tionen jeweils kein signifikanter Anstieg (n = 6) (Abb. 3.18).
Betrachtet man darüber hinaus isoliert den Anstieg des TXB2 nach der ersten
Bradykinin-Stimulation (Minuten 0 und 15) so ist die statistische Aussagekraft, daß
die TXB2-Konzentration vor der Stimulation geringer ist als danach mit p = 0,1685
ebenfalls als nicht signifikant zu bewerten. Vergleicht man diese Ergebnisse
wiederum mit den Resultaten der Versuchsreihe I, in der bei Zusammenfassung eines
größeren Kollektivs (n = 24) von „Bradykinin-Erststimulationen“ noch ein
signifikanter TXB2-Anstieg (p =  0,05) errechnet wurde, so kann auf eine relativ
breite Streuung der TXA2-Ausschüttung im biologischen System der
Kaninchenlunge rückgeschlossen werden (Tab 3.1).
Nimmt man bei dem 6-keto-PGF1a den Perfusat-Ausgangswert vor der 3. Bradyki-
nin-Stimulation (45. Minute, 292,3 ± 74,6 pg/ml) und vergleicht diesen mit dem
Mittelwert in der 75. Minute (542,2 ± 77,9 pg/ml), d.h. nach dem letzten BK-Bolus,
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so ergibt sich allerdings ein in Anwesenheit von L-NAME statistisch signifikanter
Anstieg des stabilen Metaboliten mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.
Ein solcher Anstieg war nach den ersten beiden Bradyki in-Stimulationen nicht
nachweisbar (Abb. 3.17).
Für das TXB2 fällt dieser Vergleich bezogen auf die jeweiligen Einzelapplikationen
von Bradykinin in Anwesenheit von L-NAME statistisch ungünstiger aus, der
Anstieg von 23,16 ± 6,1 pg/ml (45. Minute) auf 51,0 ± 16,7 pg/ml (75. Minute) ist
mit einem p = 0,08 nicht signifikant (Abb. 3.18).
Kumuliert man allerdings die Stimulationen von jeweils zwei Bradykin n-
Applikationen vor bzw. nach NO-Synthasehemmung mittels L-NAME, so ergibt sich
sowohl für das PGI2 als auch für das TXA2 eine signifikant gesteigerte Ausschüttung
in Anwesenheit von L-NAME (Abb. 3.19 und 3.20). Hierauf wird im folgenden
Abschnitt näher eingegangen.
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Abb. 3.18 Bradykinin-induzierter Anstieg des TXB2 vor und nach L-NAME-Gabe [n=6].
Die TXB2-Anstiege sind  – im Gegensatz zur 6-keto-PGF1a -Ausschüttung –
in Anwesenheit des NO-Synthasehemmers nicht signifikant (n.s.).
Siehe diesbezüglich auch Abb. 3.19 und 3.20 bzw. weitere Erläuterungen im
Text.
Abb. 3.17 Bradykinin-induzierter Anstieg des PGI2 vor und nach L-NAME-Gabe [n=6].
Auch hier sind die einzelnen 6-keto-PGF1a nicht signifikant (Tab. 3.1). Be-
trachtet man jeweils die zusammengefaßten Anstiege nach zwei Bradykinin-
Stimulationen vor bzw. nach der L-NAME-Applikation, so ist der Anstieg des
PGI2 nach Gabe des NO-Synthasehemmers signifikant (p<0,05).
Bradykinin induzierter Effekt auf die 
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Die Tatsache, daß in Anwesenheit von L-NAME die Ausschüttung der beiden Ara-
chidonsäuremetaboliten signifikant gesteigert ist, wird durch die folgenden
statistischen Berechnungen unterstützt.
Um die gemessenen, deutlich höheren absoluten Werte der beiden Arachidonsäure-
metaboliten nach einer NO-Synthasehemmung entsprechend zu berücksichtigen,
wurden die Werte der beiden stabilen Metabolite jeweils vor bzw. nach der NO-
Synthasehemmung (d.h. die absoluten Werte nach der 1. und 2. bzw. nach der 3. und
4. Bradykinin-Stimulation) zusammengefaßt und mit den Ausgangswerten zum Zeit-
punkt 0 bzw. mit dem Basalwert in der 45. Minute verglichen (n = 2 * 6 = 12) (Abb.
3.19 und Abb. 3.20)
Hier zeigte sich, daß die Gesamtmenge des ausgeschütteten 6-keto-PGF1a  in Anwe
senheit des L-NAME signifikant höher ist (485,25 ± 44,17 pg/ml) als vor Appli-
kation des NO-Synthasehemmers (264,94 ± 57,68 pg/ml), die Irrtumswahrsc ein-
lichkeit liegt hier hochsignifikant bei p  < 0,01 (Abb. 3.19).
Für das TXB2 zeigt eine identische Berechnung, daß auch dieser stabile Metabolit
durch eine NO-Synthasehemmung von 12,5 ± 2,99 pg/ml auf 44,0 ± 8,76 pg/ml
(Kumulationswerte von jeweils zwei Bradykinin-Stimulationen) ansteigt. Mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,01 läßt sich daher festhalten, daß auch die Bra-
dykinin-induzierte TXB2-Ausschüttung in Anwesenheit von L-NAME signifikant
gesteigert ist(Abb. 3.20).
Auf die pathophysiologiche Bedeutung dieser erhöhten Synthese von Arachidon-
säure-Metaboliten für die Regulation des pulmonalarteriellen Drucks wird im
Rahmen der Diskussion noch näher einzugehen sein.
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Abb. 3.19 Bradykinin-induzierter Anstieg des TXB2 vor und nach L-NAME-Gabe [n=6].
Die Werte der in der Legende genannten Zeitpunkte vor und nach der NO-
Synthasehemmung wurden kumuliert. Statistisch hochsignifikant ergibt sich
somit eine Steigerung der TXB2-Synthese.
Abb. 3.20 Bradykinin-induzierter Anstieg des PGI2 vor und nach L-NAME-Gabe [n=6].
Auch hier wurden jeweils zwei Messungen der PGI2-Spiegel vor und nach der
L-NAME-Applikation zusammengefaßt; diese Steigerung ist mit p<0,01
ebenfalls signifikant.
Zusammenfassung der TXB2-Ausschüttung nach der 1./2. 
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SE
p < 0,01
   1. /  2.                   -  (30.Min)          3. / 4.    Stim.
Zusammenfassung der PGI2-Ausschüttung nach der 1./2. 


















  Ausgangsw ert vor der 1. bzw . 3. Bradykinin-Stimulation
  Zusammengefaßte Werte nach der 1./2. bzw . 3./4. BK-Stimulation
  0       15/30   0      60/75    min
  SE
p < 0,01
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3.2.2.3   EINFLUß VON L-NAME UND NACHFOLGEND DICLOFENAC
   (VERSUCHSREIHE III)
Bei der Auswertung der Druckveränderungen fiel bereits auf, daß der verstärkte An-
stieg des PAP infolge der Bradykinin-Stimulationen in Anwesenheit von Diclofenac
verhindert wurde. Demnach müssen Cyclooxygenase-Produkte mit zur Potenzierung
der Druckantwort beitragen.
Genau wie in Versuchsreihe II sind auch in dieser Versuchsanordnung die Einzelan-
stiege nach den drei B adykinin-Applikationen jeweils für sich betrachtet rechnerisch
nicht signifikant. Eine Ausnahme stellt hier lediglich die 6-keto-PGF1a M ssung
nach der Bradykinin-Bolusgabe in der 30. Minute dar (p<0,05) (Tab. 3.1).
Auch hier müssen aber die im Verlauf deutlich angestiegenen absoluten Werten für
die Thromboxan A2-  bzw. PGI2-Produktion berücksichtigt werden. Vergleicht man
die mittleren Ausgangswerte im P rfusat vor der ersten (Zeitpunkt 0) bzw. letzten
(Zeitpunkt 60. Minute) Bradykinin-Applikation, so ergibt sich für das 6-keto-PGF1a
ein Anstieg von 179,42 ± 40,24 pg/ml auf 426,57 ± 57,24 pg/ml (p < 0,01)
(Abb.3.21), für das TXB2 ein Anstieg von 9,0 ± 2,12 pg/ml auf 35,25 ± 13,24 pg/ml
(p <0,05) (Abb. 3.22).
In Anwesenheit des Diclofenac sinken die absoluten TXB2-Werte nach der letzten
Bradykinin-Stimulation (Minute 60) von 35,35 ± 13,24 pg/ml auf 15,75 ± 6,55
pg/ml, bei der insgesamt aber breiten Streubreite der Werte ist rechnerisch eine
sichere Signifikanz (p = 0,12) allerdings nicht festzustellen.
Ein vergleichbares Resultat ergibt sich auch für das 6-keto-PGF1a. Hier sinken die
Konzentrationen in Anwesenheit der Cyclooxygenasehemmung von 426,57 ± 57,2
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pg/ml auf 370,37 ± 48,07 pg/ml, bei p = 0,24 liegt allerdings auch hier hinsichtlich
der statistischen Aussagekraft eine hohe Irrtumswahrscheinlichkeit vor (Tab. 3.1).
Zusammenfassend gilt es festzuhalten, daß durch L-NAME die Bradykin n-indu-
zierte TXA2- bzw. PGI2-Synthese jeweils signifikant gesteigert wird, und dieser
Anstieg wiederum durch Diclofenac verhindert werden kann.
Auffällig bei den Messungen des 6-keto-PGF1a- bzw. TXB2-Spiegels ist eine Zu-
nahme der beiden Metaboliten im Perfusat in der 60. Minute im Vergleich mit den
beschriebenen Spitzenwerten in der 45. Minute trotz Gabe des Diclofenacs (Abb.
3.21 und 3.22). Dieser scheinbare Anstieg unter einem Cyclooxygenasehemmer ist
wohl am ehesten ein Hinweis auf die intensive M taboliten-Synthese – bzw. deren
noch weiterlaufenden Hydrolyse zu den stabilen aber inaktiven Endprodukten –
infolge der vorausgegangenen Bradykinin-Stimulation in der 30. Minute.
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Abb. 3.21 Bradykinin-induzierter Anstieg des PGI2 in Anwesenheit von L-NAME und
Diclofenac [n=6].
Nach Gabe von Diclofenac kommt es zu keinem Anstieg des 6-keto-PGF1a
mehr. Nähere Erläuterungen im Text
Abb. 3.22 Bradykinin-induzierter Anstieg des TXB2 in Anwesenheit von L-NAME und
Diclofenac [n=6].
Der Anstieg des TXB2 wird durch die Cyclooxygenasehemmung nachweisbar
verhindert. Nähere Erläuterungen im Text.
Bradykinin induzierter Effekt auf die Prostazyklin-Synthese 












































Ausgangswert Nach BK-Stimulation (10-6 mol/l)
Bradykinin induzierter Effekt auf die TXB2-Synthese




0.   L-NAME (15.)  30.   Diclofenac (45.)      60. Min.
Applikationszeitpunkt
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3.2.2.4  EINFLUß VON DICLOFENAC UND NACHFOLGEND L-NAME
  (VERSUCHSREIHE IV)
Diese Versuchsanordnung wurde in Ergänzung zur Versuchsreihe III durchgeführt.
Der Applikationszeitpunkt der beiden verwendeten H mmer wurde vertauscht.
Entsprechend dem Verhalten der PAP-Reaktion kommt es auch hinsichtlich der Aus-
schüttung der beiden Arachidonsäuremetaboliten PGI2 bzw. TXA2 zu keinen
signifikanten Änderungen im Vergleich zwischen den einzelnen Bradyki in-Stimu-
lationen.
Insbesondere treten nach Applikation des Cyclooxygenasehemmers in der 15. Mi-
nute im weiteren Verlauf die in den Versuchsreihen II und III beobachteten absoluten
Anstiege von 6-keto-PGF1a und TXB2 nach einer NO-Synthasehemmung nicht mehr
auf (Tab. 3.1).
Auch die statistische Auswertung ergab keine signifikanten Änderungen der im Per-
fusat gemessenen stabilen Metabolite nach den drei Bradykinin-Bolusgaben.
Die Abbildungen 3.23 und 3.24 geben einen zusammenfassenden Überblick.
Als wichtiges Resultat der vorliegenden Versuchsreihen gilt festzuhalten, daß die
grundsätzliche vasoaktive Antwort auf eine Bradykinin-Bolusgabe (10-6mol/l) – eine
Vasokonstriktion mit einem Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks – unbeeinflußt
von Cyclooxygenase- bzw. NO-Synthase-Hemmung auftrat.
Die genauen pathophysiologischen Hintergründe werden im Rahmen der sich an-
schließenden Diskussion näher erläutert. Hierbei soll – unter Berücksichtigung der
hier beschriebenen Ergebnisse – insbesondere auch auf die vasoaktive Bedeutung der
Arachidonsäuremetaboliten PGI2 und TXA2 in der isolierten und perfundierten
Kaninchenlunge eingegangen werden.
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Abb 3.24 Verhalten der TXA2-Synthese infolge Bradykinin-Stimulationen in Anwesen-
 heit von Diclofenac und L-NAME [n=6].
Auch hier verhindert Diclofenac im Verlauf signifikant (n.s.) ein Ansteigen des
TXB2 im Perfusat.
Der scheinbare Anstieg des TXB2 unter der Cyclooxygense-Hemmung (hier
zwischen der 15. und 30. Minute) wurde bereits im Text zur Versuchsreihe III
erläutert und ist wohl Folge der intensiven Metabolitenproduktion aufgrund der
Bradykinin-Bolusgabe in Minute 0.
Abb. 3.23 Verhalten der PGI2 -Synthese infolge Bradykinin-Stimulationen in Anwesen-
heit von Diclofenac und L-NAME [n=6].
Die frühe Gabe des Cyclooxygenasehemmers verhindert signifikant jede
Steigerung der PGI2-Ausschüttung. Im Verlauf kommt es zu keinen
signifikanten Änderungen (n.s.) des stabilen Metaboliten 6-keto-PGF1a im
Perfusat.
Bradykinin induzierter Effekt auf die Prostazyklin-
Synthese in Anwesenheit von Diclofenac und L-NAME
Bradykinin induzierter Effekt auf die Prostazyklin-
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3.3 GESAMTÜBERSICHT ÜBER DIE IN DIE STATISTISCHEN BERECHNUNGEN EINGEHENDEN M ITTELWERTE NACH BRADYKININ -STIMULATION
VERSUCHSREIHE  I          (n = 6)
Bradykinin
Parameter Basalwert Spitzenwert p
PAP 6,88 ± 0,44 11,75 ± 0,72 <0,001
6-keto-PGF1a 223,49 ± 29,83259,82 ± 39,24n.s.
TXB2 7,31 ± 0,69 10,78 ± 1,89 =0,051
VERSUCHSREIHE  II        (n = 6)
                                Bradykinin           –            Bradykinin  –  L-NAME   –   Bradykinin            –             Bradykinin
Parameter Basalwert Spitzenwert p Basalwert Spitzenwert p Basalwert Spitzenwert p Basalwert Spitzenwert p
PAP 7,33 ± 1,07 12,16 ± 1,49<0,05 7,41 ± 1,17 11,83 ± 1,52 <0,05 8,75 ± 1,86 18,66 ± 3,52<0,05 10,50 ± 1,8521,5 ± 3,03 <0,01
6-keto-PGF1a 205,2 ± 53,90254,70 ± 55,2n.s. 254,7 ± 55,20275,1 ± 74,1 n.s. 292,3 ± 74,6428,2 ± 85,2 n.s. 428,2 ± 85,2542,2 ± 77,9 n.s.
TXB2 7,00 ± 1,10 11,83 ± 4,40 n.s. 11,83 ± 4,4013,16 ± 4,30 n.s. 23,16 ± 6,1038,16 ± 8,9 n.s. 38,16 ± 8,9 51,0 ± 16,7 n.s.
RSUCHSREIHE  III       (n = 6)
                            Bradykinin   –    L-NAME     –    Bradykinin   –   Diclofenac  –  Bradykinin
Parameter Basalwert Spitzenwert p Basalwert Spitzenwert p Basalwert Spitzenwert p
PAP 6,40 ± 0,62 11,95 ± 2,20 <0,05 8,43 ± 1,03 19,25 ± 3,39 <0,05 7,23 ± 0,82 11,52 ± 1,46 <0,05
6-keto-PGF1a 179,42 ± 49,2198,10 ± 39,9 n.s. 237,45 ± 26,5349,20 ± 59,1<0,05 426,51 ± 57,2370,34 ± 48,0 n.s.
TXB2 9,00 ± 2,12 8,25 ± 1,4 n.s. 11,50 ± 4,1 22,25 ± 9,8 n.s. 35,25 ± 13,2415,75 ± 6,5 n.s.
VERSUCHSREIHE IV         (n = 6)
                            Bradykinin   –   Diclofenac   –    Bradykinin   –   L-NAME    –   Bradykinin
Parameter Basalwert Spitzenwert p Basalwert Spitzenwert p Basalwert Spitzenwert p
PAP 6,66 ± 0,35 12,58 ± 1,00 <0,001 7,16 ± 0,38 12,33 ± 0,84 <0,0017,25 ± 0,30 11,75 ± 0,61 <0,001
6-keto-PGF1a 284,16 ± 45,2302,89 ± 69,07 n.s. 320,80 ± 73,59322,57 ± 61,53n.s. 222,42  ± 35,45246,64 ± 42,39n.s.














Tab. 3.1 Dargestellt sind im direkten Vergleich jeweils die PAP-Werte (arithmetisches Mittel mit Standardfehler [SE]) vor einer Bradykinin-Applika-
tion (Basalwert) mit den PAP-Spitzendrücken (Spitzenwert) nach der Peptid-Stimulation. Außerdem zeigt die Tabelle die Werte für die durch
Bradykinin induzierte Synthese der stabilen Metabolite TXB2 und 6-keto-PGF1a  (arithmetischer Mittelwert ± SE) jeweils vor bzw. 15 Minuten
nach einer BK-Bolusgabe. Mit den beschriebenen Daten wurden die statistischen Berechnungen durchgeführt. p gibt jeweils die Signifikanz
für die einzelnen Anstiege an. Werte von p>0,05 wurden als statistisch nicht signifikant (n.s.) angesehe . Weitere Erläuterungen im Text.
Im Perfusat (200 ml) vorliegende Endkonzentrationen:
Bradykinin: 2 * 10
-4 mol/l  à 10-6 mol/l
L-Name: 2 * 10
-5 mol/l  à 10-7 mol/l
Diclofenac: 10   µg/ml
Applikationen im 15-minütigen Abstand.
E S S EI E  I          (  = 6)
I
VERSUCHSR IHE III       (n = 6)
E S S EI E  IV (   )
V R UCH R IH  I  (n = 
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4 DISKUSSION
Ziel der vorliegenden Studie an der isolierten und perfundierten Kaninchenlunge
war, die bisher nicht genau bekannten Interaktionen und pharmakologischen Wirk-
prinzipien des Bradykinins und seiner Autakoide in der Lungenstrombahn des
Kaninchens weiter aufzuklären.
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuche zeigten, daß Bradykinin-
Bolusapplikationen mit einer im Perfusatkreislauf vorliegenden Endkonzentration
von 10-6 mol/l in der pulmonalen Strombahn einen kurzzeitigen, hochsignifikanten
Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks (PAP) hervorriefen. Der PAP fiel nach jeder
Stimulation wieder in den Bereich des Ausgangsniveaus ab. Da bei allen
Versuchsreihen ein konstanter Perfusionsflow beibehalten wurde, ist der aufgetretene
PAP-Anstieg auf eine Erhöhung des vaskulären Gefäßtonus zurückzuführen.
Die Druckanstiege waren in 15-minütigem Abstand gut reproduzierbar. Die jeweils
nahezu identischen Spitzendruckwerte des PAP nach den rezidivierenden Bradyki-
nin-Bolusapplikationen weisen darauf hin, daß eine t chyphylaktisch bedingte
Wirkungsabschwächung in der Beurteilung und Deutung der erhaltenen Versuchsre-
sultate nicht berücksichtigt werden muß. Der gewählte Zeitraum zwischen zwei
Bradykininapplikationen scheint in der Kaninchenlunge somit ausreichend zu sein,
daß eine „down-regulation“ des B2-Rezeptors in Form einer I ternalisierung keine
wesentliche Rolle spielt. Eine solche „down-regulation“ wurde erst in einer vor kur-
zem von PIZARD ET AL [149] veröffentlichten Arbeit für den menschlichen B2-
Rezeptor beschrieben. Aufgrund einer Wirkungsabschwächung bei dicht aufein-
anderfolgenden, rezidivierenden Bradykinin-Stimulationen oder auch einer ver-
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längerten Bradykinin-Verweildauer am Rezeptor durch beispielsweise ACE-H mmer
wurde ein solcher Effekt auch für die Kaninchenlunge vermutet [25].
Die Ergebnisse der Versuchsreihen der vorliegenden Studie zeigten weiterhin, daß
die Hemmung der NO-Synthase mittels des kompetitiven cNOS-Inhibitors L-NAME
den durch einen Bradykinin-Bolus induzierten PAP-Anstieg potenzieren konnte,
diese Druckverstärkung wurde wiederum durch eine gleichzeitige Cyclooxygenase-
hemmung verhindert.
In der nachfolgenden Diskussion soll die Bedeutung des NO in der Regulation einer
Bradykinin-induzierten, vasoaktiven Reaktion im pulmonalen Gefäßbett erläutert
und – unter Berücksichtigung von bisher aus der Literatur bekannten Resultaten – in
einen Gesamtkontext gestellt werden.
Außerdem sollen die Wechselwirkungen des Bradykinins mit den beiden Arachidon-
säuremetaboliten Thromboxan A2 sowie Prostazyklin und deren Anteil an der
Druckreaktion näher beschrieben und interpretiert werden.
4.1 AKTIVIERUNG DES ARACHIDONSÄURESYSTEMS
Im Perfusatmedium konnte 15 Minuten nach der Bradykinin-Bolusgabe, als Reaktion
auf die Kinin-Substitution, ein signifikanter Anstieg des TXB2 im Vergleich mit den
Ausgangswerten nachgewiesen werden. Eine signifikante Erhöhung für die Aus-
schüttung von PGI2 nach einer alleinigen Bradykinin-Applikation ergab sich
allerdings nicht.
In der Literatur sind bisher wenig quantitative Bestimmungen der genannten Meta-
boliten nach Bradykinin-Stimulationen in den Lungengefäßen beschrieben worden.
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Die Arbeiten, in denen diese laborchemischen Bestimmungen durchgeführt wurden,
bieten zudem im Vergleich mit der vorliegenden Arbeit teilweise konträre Resultate.
So konnten BREIL ET AL [25] unter nahezu identischen Versuchsbedingungen –
ebenfalls an der isolierten Kaninchenlunge, gleiche Dosierung (10-6 mol/l) – 5 und 20
Minuten nach der Bradykinin-Applikation einen signifikanten 6-keto-PGF1a-Ans ieg
nachweisen, wohingegen es allerdings zu keinem TXB2-Anstieg kam [25]. In
anderen Arbeiten wurden an verschiedenen Spezies sowohl 6-keto-PGF1a als auch
TXB2-Anstiege nach einer Kiningabe nachgewiesen [150, 163].
Die Ergebnisse können allerdings für Vergleiche zwischen den verschiedenen Ar-
beiten nicht vorbehaltlos herangezogen werden, da gezeigt werden konnte, daß die
Ausschüttung der Arachidonsäuremetaboliten in der Lunge sowohl von der verwen-
deten Bradykinindosis als auch der untersuchten Spezies abhängig ist [8, 143].
Autoren weiterer experimenteller Arbeiten, die eine Beteiligung von PGI2 bzw.
TXA2 an der Vermittlung des vaskulären Bradykinin-Effekts in der Lunge vermute-
ten, verzichteten auf l borchemische Bestimmungen der Metaboliten und wiesen
eine mögliche Beteiligung nur indirekt über einen Cyclooxygenase-Hemmer oder
durch Einsatz eines TXA2-Synthesehemmers nach [139, 169].
Bei der Diskussion über scheinbare Unterschiede im Syntheseverhalten von Arachi-
donsäuremetaboliten müssen auch meßtechnische Einflüsse, hier vor allem die
verwendeten Nachweismethoden für die Metaboliten, berücksichtigt werden. In den
oben zitierten Arbeiten [8, 25, 143, 150] kam jeweils ein Radioimmunassay (RIA)
zur Anwendung, während in den Versuchsreihen der eigenen Studie die labor-
chemischen Bestimmungen mit Hilfe eines Enzymimmunoassays (ELISA) durch-
geführt wurden. Da die absolute Menge des ausgeschütteten TXA2 je nach
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verwendeter B adykinindosierung sehr niedrig ist, können die zu messenden TXB2-
Spiegel – wie auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen – im unteren
Nachweisbereich des jeweils verwendeten Testverfahrens liegen. Somit läßt sich die
Schlußfolgerung ziehen, daß aufgrund der Streuung von Einzelwerten evtl. keine sta-
tistisch signifikanten Aussagen mehr möglich sind. Bei einem Vergleich bzw. einer
Bewertung verschiedener Resultate sind daher auch vom biologischen System
unabhängige Einflüsse mit zu berücksichtigen.
Echte Unterschiede in der Sensitivität zwischen den beiden Meßverfahren konnten
allerdings nicht aufgezeigt werden [192].
Übereinstimmend mit den Resultaten der vorliegenden Studie kann – trotz der be-
schriebenen Unterschiede in Qualität und Quantität der ausgeschütteten Substanzen –
allerdings festgehalten werden, daß Bradykinin in der Lu genst ombahn offensicht-
lich eine Aktivierung des Arachidonsäuresystems hervorruft  [8, 25, 41, 127, 139,
150, 163].
Dies zeigte sich bei den eigenen Versuchen insbesondere in Anwesenheit des NO-
Inhibitors L-NAME. Hier kam es bei den nachfolgenden Bradykinin-Applikationen
zu signifikanten Anstiegen beider Arachidonsäure-Metaboliten im Vergleich mit den
Ausgangswerten vor der NO-Synthasehemmung. Diesbezüglich existieren in der
Literatur keine vergleichbaren Untersuchungen.
Auf die pathophysiologische Bedeutung dieser Tatsache wird in der Diskussion noch
ausführlich eingegangen.
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4.2 BRADYKININ INDUZIERTE DRUCKREAKTIONEN IN DER PULMONALEN
STROMBAHN
Der Bradykinin-Effekt im Gefäßbett der isolierten Kaninchenlunge verhält sich
konträr zu den Kinin-induzierten Gefäßwirkungen in der syst mischen oder vor
allem auch der koronaren Zirkulation, in denen das Peptid über NO und PGI2 eine
entscheidende r laxierende bzw. vasodilatatorische Funktion ausübt. Die beiden
Autakoide müssen demnach in der (Kaninchen-) Lungenstrombahn eine andere
Bedeutung haben als im übrigen Kreislauf.
Vergleicht man zunächst die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den
experimentellen Resultaten anderer Autoren an isolierten Lungenmodellen, so fällt
auf, daß auch die beschriebenen pulmonalen Gefäßreaktionen auf Bradykinin
kontrovers beschrieben werden. Darüber hinaus sind Untersuchungen an der
Kaninchenlunge mit vergleichbaren Fragestellungen in der Literatur bisher nur
vereinzelt beschrieben.
Die bisher publizierten Reaktionen des pulmonalarteriellen Drucks auf Bradykinin-
Stimulationen variieren zwischen Vasodilatation [65, 117, 162], Vasokonstriktion
[25, 139, 169] bzw. überhaupt keiner Reaktion auf eine Kininapplikation [18, 19,
45].
Trotz teilweise völlig gegensätzlich erscheinender Resultate muß allerdings für eine
Bewertung bzw. Interpretation der jeweiligen Versuchsergebnisse zum einen die in
den verschiedenen Arbeiten verwendete genaue Versuchsmethodik, zum anderen vor
allem die Spezies berücksichtigt werden, an denen die Versuche durchgeführt
wurden. Auch die verwendeten Bradykinin-Dosierungen spielt eine wichtige Rolle.
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Übereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit erhielten auch
SEEGER ET AL [169] sowie BREIL ET AL [25] unter vergleichbaren
Versuchsbedingungen einen PAP-Anstieg nach Bradykinin-Bolusgaben an der
isolierten Kaninchenlunge. BREIL ET AL verwendeten eine zu den vorliegenden
Versuchsreihen identische Bradykinin-Endkonzentration im Perfusat, wohingegen
die Bradykinin-Dosierungen in der Arbeit von SEEGER ET AL höher lagen. Beide
Arbeitsgruppen beschrieben einen reversiblen PAP-Anstieg in der Lungenstrombahn
nach der Bradykinin-Applikation.
Ebenfalls einen PAP-Anstieg als Reaktion auf eine Bradykinin-Gabe – bei
konstantem Perfusionsflow – beschrieben auch NOSSAMAN ET AL  [139],  LAL ET AL
[109], BAKER ET AL [6] sowie RYRFELDT ET AL 1990 [161], dies allerdings jeweils am
Modell der isolierten und perfundierten Rattenlunge.
Vom methodischen Ansatz, Fragestellung und Versuchsaufbau nahezu identisch mit
den Versuchen an der isolierten Kaninchenlunge waren insbesondere die Arbeiten
von NOSSAMAN ET AL [139]. Als Perfusatmedium für die Rattenlunge wurde
allerdings von den genannten Autoren ein Gemisch aus Blut und Krebs-Henseleit-
Lösung verwendet. Auch hier kam es jeweils zu einem dosisabhängigen Anstieg des
PAP auf Bradykinin. Daß die Zunahme des Gefäßwiderstands wirklich Folge einer
Bradykinin-Stimulation war, konnte experimentell durch Gabe des B2-
Rezeptorblockers HOE 140 gezeigt werden. In diesem Fall waren keine
Druckreaktionen nach Bradykinin-Gabe mehr meßbar.
Auch in der eigenen Arbeit an der isoliert Kaninchenlunge kam es – vergleichbar mit
den Arbeiten von NOSSAMN ET AL –  zu einem dosisabhängigen Anstieg des PAP.
Dies zeigten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten
Dosisfindungsversuche.
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Die in den Versuchsreihen verwendete Bradykinin-Dosierung von 10-6 mol/l liegt
deutlich über physiologischerweise auftretenden Bradykininkonzentrationen im
Herz-Kreislaufsytem. Daher soll zunächst – vor einer Diskussion der verschiedenen
Mechanismen, die für den G fäßwiderstandsanstieg verantwortlich sind – auf die
zugrunde liegenden pathophysiologischen Vorstellungen, aufgrund derer eine solch
hohe Bradykinin-Dosierung gewählt wurde, näher eingegangen werden.
4.2.1 LOKALE BRADYKININ -AKKUMULATION UNTER ACE-HEMMERN
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, mögliche pathop ysiologischen und phar-
makologischen Wirkungen des Bradykinins in der pulmonalen Strombahn des
Kaninchens zu untersuchen. Daß dies eine Frage von wichtiger klinis -th rapeuti-
scher Bedeutung ist, ist nicht zuletzt auf die Wirkungsweise der seit Jahren sehr
häufig verwendeten ACE-Hemmer in der antihypertensiven und KHK-Therapie zu-
rückzuführen.
Da das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) identisch mit der Kininase II ist [51],
kommt es bei einer ACE-Hemmung zugleich zu einer Verzögerung des Bradykinin-
Abbaus und damit zu einer Kumulation von e dogenen Kininen mit einer bis zu
dreifach verlängerten hämodynamischen Wirkdauer [22]. Damit wird zugleich auch
der Wirkungseffekt der Kinine vervielfacht. Diese Wirkungsverlängerung der Kinine
scheint – neben der gleichzeitigen Hemmung des Re in-Angiotensin-Systems –  über
eine vermehrte Freisetzung von NO, PGI2 sowie EDHF maßgeblich zu den ACE-
Hemmer-induzierten vasodilatativen bzw. relaxierenden Effekten beizutragen. Dieser
Effekt ist offensichtlich vor allem in der koronaren Zirkulation von wesentlicher Be-
deutung [5, 20, 22, 25, 82, 128].
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Geht man zunächst von den Wirkungen der ACE-H mmer in der systemischen Zir-
kulation aus, so beschreibt BÖNNER 1994 in seiner Übersichtsarbeit [16], daß eine
„gefährliche“ Kumulation von Kininen im Blut durch nicht gehemmte Kininasen
verhindert wird. Hier ist insbesondere die Kininase I zu nennen [16], über die das
des-Arg9-Bradykinin entsteht. Berücksichtigt man diese physiologischen Zusam-
menhänge, so ist es fraglich, ob aus der systemischen Zirkulation unter einer ACE-
Hemmer-Therapie relevante Mengen an Bradykinin in die Lungenstrombahn ge-
langen, die ausreichen würden, eine vasoaktive Reaktion beispielsweise im Sinne
einer Vasokonstriktion und eines daraus folgenden Druckanstiegs auszulösen. Die
zudem hohe Abbaukapazität der Lunge für Bradykinin [7, 160] läßt dies unwahr-
scheinlich erscheinen. Auf die Schwierigkeiten, im peripheren Blut Brady-
kininspiegel zu messen, wiesen in diesem Zusammenhang mehrere Autoren hin [17,
138].
Die vorliegenden Versuchsreihen wurden allerdings unter der Vorstellung einer ver-
stärkten lokalen Bradykinin-Wirkung durchgeführt.
Entscheidend für die Wahl einer unphysiologisch hohen Bradykinin-Dosierung am
isolierten Lungenmodell waren die in verschiedenen experimentellen Versuchsreihen
gewonnenen Erkenntnisse, daß ACE-Hemmer neben einer systemischen Hemmung
vor allem die lokale Konzentration von Bradykinin in bzw. an der Gefäßwand er-
höhen. Dieser ACE-Hemmer-induzierte Effekt wurde in Übersichtsarbeiten von
LUSCHER [118] sowie MOMBOULI UND VANHOUTTE [128] zusammenfassend darge-
stellt. Auch weitere Autoren beschrieben diesen pathophysiologischen Zusam-
menhang. Laborchemisch konnte die lokale Br dykinin-Kumulation indirekt über
eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in den vaskulären En-
dothelzellen nachgewiesen werden [29, 82, 83, 84]. GOHLKE ET AL [72] beschrieben
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darüber hinaus eine Bradykinin-Akkumulation nach ACE-Hemmung auch für tiefere
(muskuläre) Schichten der Gefäßwand.
Eine der physiologischen Erklärungen für die Akkumulation von Bradykinin unter
ACE-Hemmern könnten lokale K llikrein-Kinin-Systeme in der Gefäßwand sein, die
über eine Aktivierung von HMW-Molekülen zu einer autokrinen- bzw. parakrinen
Autakoidfreisetzung – respektive Bradykinin – führen. Untersuchungen, die dies
bestätigen, sind in der Arbeit von LINZ UND SCHÖLKENS [115] zusammengefaßt, auch
andere Autoren unterstützen mit den Ergebnissen ihrer experimentellen Arbeiten
diese Vorstellung [74, 116, 195]. Unter anderem konnte der beschriebene physiolo-
gische Mechanismus auch in den koronaren Endothelzellen des Kaninchen-
organismus nachgewiesen werden [85].
Berücksichtigt man diese physiologischen Zusammenhänge, so ist die gewählte Bra-
dykinin-Dosierung in den vorliegenden Versuchsreihen durchaus gerechtfertigt, da es
unter den genannten Voraussetzungen zu hohen lokalen Bradykinin-Konzentrationen
auch in der Lungenstrombahn kommen kann.
Die pharmakologische Konzentration von 10-6 mol/l sollte die beschriebene Bradyki-
nin-Akkumulation simulieren, um deren Auswirkungen im pulmonalen Gefäßbett
untersuchen zu können.
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4.2.2 ROLLE DER APPLIKATIONSGESCHWINDIGKEIT
Um die genannten lokalen Konzentrationen zu erreichen, mußte für die Applikation
des Bradykinins eine hohe Injektionsgeschwindigkeit gewählt werden, da ein verzö-
gertes Anfluten des P ptids in der Lungenstrombahn nicht den gewünschten Effekt
erzielt hätte.
Bei einer in der vorliegenden Studie angewendeten Applikationsgeschwindigkeit des
Kinin-Bolus von 1ml / 0,5 Sekunden ergibt sich beim Eintritt in die Lungestrom-
bahn rechnerisch eine lokale Bradykinin-Konzentration von ca. 10-4 m l/l (Perfusat-
flow 200 ml/min).
 Bezüglich der Applikationsgeschwindigkeit sind speziell für das Bradykinin in der
Literatur keine direkt vergleichenden Untersuchungen  beschrieben. Allerdings wur-
den für einen anderen Vasokonstriktor, das Endothelin-1 (ET-1), im pulmonalen
Gefäßbett der Schafslunge von der jeweiligen Infusionsgeschwindigkeit abhängige
Effekte festgestellt. Zu einer starken Kontraktion der pulmonalen Gefäße kam es vor
allem dann, wenn das Peptid im Bolus innerhalb einer Sekunde gespritzt wurde.
Wurde die gleiche Dosierung über 10 bzw. 180 Sekunden appliziert, war die vaso-
konstriktive Reaktion deutlich abgeschwächt bzw. trat nicht mehr auf [54]. Auch die
Höhe der Ausschüttung der die ET-1-Wirkung vermittelnden Mediatoren
(Thromboxan A2 sowie 6-keto-PGF1a) hing stark von der Injektionsgeschwindigkeit
ab [54]. Ob dies in dieser Form auch auf Br dykinin-Applikationen zutrifft, müßte
näher untersucht werden. Hierin könnte zugleich eine Erklärung für scheinbar nicht
übereinstimmende Gefäßreaktionen zwischen verschiedenen Arbeiten liegen.
Nachfolgend soll auf die verschiedenen möglichen Mechanismen und Mediatore
eingegangen werden, auf die die pulmonalarterielle Drucksteigerung in der isolierten
Kaninchenlunge nach einer Bradykinin-Bolusapplikation zurückzuführen ist.
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4.3 ROLLE DES THROMBOXAN A2 AM PAP-ANSTIEG BEI ALLEINIGER
BRADYKININ -APPLIKATION
Daß Thromboxan A2 prinzipiell in der Lage ist, den pulmonalarteriellen Druck über
eine Erhöhung des Gefäßwiderstandes anzuheben, konnten KADOWITZ UND HYMAN
[101] bereits 1980 an der Katzen- sowie Hundelunge zeigen.
In den Untersuchungen von SEEGER ET AL [169] konnte sowohl durch den Cyclooxy-
genasehemmer Indomethacin als auch durch den Thromboxan-Synthasehemmer
Imidazol der PAP-Anstieg deutlich reduziert werden. Daher schien TXA2 unmittel-
bar an der Vermittlung der Bradykinin induzierten Druckerhöhung beteiligt. Die
Autoren führten allerdings keine quantitativen Bestimmungen des Metaboliten durch.
Kontrovers hierzu hatte allerdings der in den Versuchsreihen der vorliegenden Arbeit
verwendete Cyclooxygenasehemmer Diclofenac keinen Einfluß auf die Intensität der
PAP-Reaktion nach einem Bradykinin-Bolus.
Daß durch Diclofenac bei einer erneuten Bradykinin-Stimulation eine Thromboxan
A2-Produktion signifikant verhindert wurde, konnte durch laborchemische Bestim-
mungen des stabilen Metaboliten TXB2 gezeigt werden. Dennoch kam es zu einem
unveränderten Anstieg des PAP. Aufgrund der eigenen Ergebnisse scheint die er-
höhte TXA2-Ausschüttung in den vorliegenden Versuchen nicht für die Bradykinin-
induzierte Drucksteigerung in der pulmonalen Strombahn verantwortlich zu sein.
Die Unterschiede zu der Arbeit von SEEGER ET AL scheinen zunächst unklar, lassen
sich aber unter Einbeziehung der Ergebnisse von BAKER ET AL [6, 7] an der isolierten
Rattenlunge interpretieren. Beide Arbeitsgruppen verwendeten in ihren Arbeiten zur
Stimulation höhere Bradykinin-Dosierungen als in der vorliegenden Studie. Bei
BAKER ET AL schützte im Perfusat vorhandene Ac tylsalicylsäure die Lunge vor
einem andernfalls irreversiblen Druckanstieg des PAP [6]. Auch in diesem Fall
wurden allerdings quantitative Bestimmungen des Thromboxan A2 nicht
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durchgeführt, so daß nur indirekte Rückschlüsse auf die Funktion der Arachidonsäu-
remetaboliten gezogen werden konnten.
Auf die dosisabhängige Ausschüttung des TXA2 infolge von Bradykinin-Stimulatio-
nen wurde oben bereits hingewiesen [8, 163]. Die in der vorliegenden Versuchsreihe
in der isolierten Kaninchenlunge nach dem Kinin-Stimulus ynthetis erte absolute
TXA2-Menge ist mit 10,78 ± 1,89 pg/ml (n=24) sehr niedrig.
Aufgrund der genannten Resultate scheint daher die Vermutung gerechtfertigt, daß
TXA2 erst ab bestimmten Konzentrationen zur Vermittlung eines Bradykinin-indu-
zierten PAP-Anstiegs beiträgt. Die hierfür notwendigen TXA2-Mengen werden bei
einer Endkonzentration von 10-6 mol/l offensichtlich nicht erreicht.
Anders sind allerdings die pathophysiologischen Zusammenhänge und der Effekt des
Thromboxan A2, wenn weitere Einflüsse auf das Lungenmodell bzw. die Ge-
fäßstrombahn einwirken, in der vorliegenden Arbeit in Form einer NO-Synthase-
hemmung durch L-NAME. Hierauf soll im Rahmen dieser Diskussion noch separat
eingegangen werden.
Kontrovers zu den hier geschilderten Zusammenhängen zur TXA2-Wirk ng im pul-
monalen Kreislauf beschrieben NOSSAMAN ET AL [139] an der Rattenlunge eine
Wirkungsverstärkung des Bradykinin-induzierten Druckanstiegs in Anwesenheit des
Cyclooxygenasehemmers M clofenamat. Die pathophysiologischen Ursachen dieser
divergierenden Reaktionen sind unklar und könnten auf spezies- bzw. Unter-
suchungsmodell-spezifische Einflüsse zurückgeführt werden.
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4.4 BEDEUTUNG DES DIREKTEN BRADYKININ -EFFEKTS AUF DIE GLATTE
GEFÄßMUKULATUR FÜR DEN PAP-ANSTIEG
Da in der vorliegenden Arbeit der Anstieg des Gefäßwiderstandes in der Kanin-
chenlunge nicht über den TXA2-Anstieg erklärbar ist, müssen andere Mechanismen
für den pulmonalarteriellen Druckanstieg verantwortlich sein.
Hierzu sind die physiologischen Wirkungen des Bradykinins auf unterschiedliche
Schichten bzw. Gewebearten der Gefäßwand zu berücksichtigen.
Bei einer Reihe von Mediatoren sind die direkten und Endothel-vermittelten Wir-
kungen entgegengesetzt. Dies gilt beispielsweise für Substanzen wie Acetylcholin,
Angiotensin II als auch insbesondere für das Bradykinin (siehe Abb. 1.3, Abschnitt
1). Die direkte, konstriktorische Wirkung des Kinins an der glatten Muskulatur [2, 9,
108, 152, 183] wird unter physiologischen Bedingungen maskiert, da zum einen die
Endothel-vermittelte Ausschüttung vasodilatierender Mediatoren überwiegt und zum
anderen die hohe Abbaukapazität der Kininase II die in der pulmonalen Strombahn
zirkulierenden Kinine sehr schnell abbaut.
Basierend auf diesen physiologischen Grundlagen wäre daher vorstellbar, daß bei
den in den Versuchsreihen angewendeten pharmakologischen Bradykinin-Konzen-
trationen die direkte, onstriktorische Wirkung den vasodilatierenden Effekt der
Metaboliten NO und PGI2 dominiert und in der Bilanz somit eine Zunahme der
Gefäßresistenz bzw. ein PAP-Anstieg resultiert. Ein solch dosisabhängiger Mecha-
nismus mit direkten und indirekten Bradykinin-induzierten Effekten wird in neueren
Arbeiten auch für andere Gefäß- bzw. Organregionen verschiedener Spezies
beschrieben [122, 146, 189].
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4.5 MÖGLICHE BEDEUTUNG WEITERER ARACHIDONSÄUREMETABOLITEN
AM PAP-ANSTIEG
Wie oben bereits beschrieben, wird durch Bradykinin in der Lu genstrombahn des
Arachidonsäuresystems aktiviert. Daher kann man vermuten, daß neben TXA2 und
PGI2 evtl. auch weitere Arachidonsäure-Abkömmlinge zu dem Bradykinin-
induzierten Druckanstieg beitragen. Auf die diesbezüglich möglicherweise
relevanten – und in der Literatur beschriebenen – Arachidonsäuremetaboliten
Leukotrien D4 und PGD2 soll kurz eingegangen werden.
LACH ET AL [108] konnten 1994 an isolierten Lungenparenchymstreifen des Meer-
schweinchens eine Verstärkung der Kontraktion der glatten Muskulatur mittels eines
ACE-Hemmers nachweisen. Diese – dosisabhängige – kontraktile Antwort war zum
einen durch den Cyclooxygenasehemmer Indo thacin als auch durch den Throm-
boxan A2-Synthase Inhibitor Furegrelat signifikant bschwächbar, allerdings konnte
auch der 5-Lipoxygenase-Inhibitor AA-861 die Bradykinin-induzierte Reaktion ab-
schwächen [108]. Für das 5-Lipoxygenaseprodukt Leukotrien D4 konnten FARRUKH
ET AL [56] in der pulmonalen Strombahn des Kaninchen eine dosisabhängige kon-
striktive Wirkung auf die Gefäßmuskulatur nachweisen. Nach den Untersuchungs-
ergebnissen dieser Autoren wi d der LTD4-induzierte Anstieg der pulmonalarteriellen
Gefäßresistenz über TXA2 vermittelt.
Auch in den Lungengefäßen anderer Spezies haben L ukotriene eine vasokonstrikto-
rische Wirkung, wie von KADOWITZ ET AL [100] gezeigt werden konnte. Ob
Leukotrien D4 bei den vorliegenden Versuchsreihen an der isolierten Kaninchenlunge
mit an der Wirkungsvermittlung des Bradykinins beteiligt ist, läßt sich aufgrund der
gewählten Versuchsmethodik und den vorliegenden Resultate nicht mit hinreichen-
der Sicherheit beantworten.
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Aufgrund seiner Wirkungscharakteristik kommt für die Steigerung der pulmonalen
Gefäßresistenz auch das Pro taglandinderivat PGD2 in Frage, das in der Lungen-
strombahn verschiedener Tierspezies ebenfalls eine v sokonstriktorische Wirkung
entfaltet [70, 106]. KING ET AL [106] vermuteten 1991 aufgrund von Untersuchungen
in der Gefäßstrombahn der Schafslunge, daß möglicherweise über PGD2  pulmonale
Gefäßprozesse vermittelt werden, die man vorher alleine dem Thromboxan A2
zugeschrieben hatte. Auch hierbei ist unklar, inwiefern diese Ergebnisse auf anderer
Tiespezies, speziell auch auf die Kaninchenlunge übertragbar sind. Zumindest
scheint PGD2 bei einer verwendeten Bradykinin-Konzentration von 10-6 mol/l keinen
maßgeblichen Anteil an der Erhöhung der Gefäßresistenz zu haben, da sich unter
Cyclooxygenasehemmung das Druckverhalten nicht ändert. Die PGD2-Synthese
müßte aber aufgrund des Angriffsorts des Diclofenac im Arachidonsäuresystem,
genau wie die TXA2-Produktion, gehemmt werden.
Darüber hinaus lassen sich aufgrund der im Rahmen dieser experimentellen Arbeit
erhobenen Daten keine weiteren Aussagen hinsichtlich einer möglichen Funktion des
PGD2 im pulmonalen Gefäßbett der Kaninchenlunge machen.
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4.6 VERGLEICH BRADYKININ -INDUZIERTER EFFEKTE ZWISCHEN PULMONALEN
ARTERIEN UND VENEN
REGOLI UND BARABÉ [152] beschrieben 1980 in ihrer Übersichtsarbeit den Effekt
von Bradykinin auf Blutgefäße verschiedener Spezies getrennt nach der Wirkung in
Arterie und Vene. Bezogen auf die Pulmonalgefäße zeigte sich, daß in der Hunde-
und Katzenlunge die Bradykinin-Dosierung, die erforderlich war, um in den venösen
Gefäßabschnitten einen vasoaktiven Effekt hervorzurufen, um ein bis zwei 10er-
Potenzen niedriger lag, als in den vergleichbaren arteriellen Abschnitten. Speziell für
die Kaninchenlunge wurden solche Vergleich allerdings nicht angestellt.
Ein Problem hinsichtlich der Beurteilung von Kinin-i duzierten Effekten im pulmo-
nalen Gefäßbett stellt die Tatsache dar, daß bisher die genaue Verteilu g d r
Bradykinin (B2) - Rezeptoren in der (Kaninchen-) Lungenstrombahn nicht untersucht
wurde.
Die Ergebnisse von KEMP ET AL [105] an isolierten Gefäßen der Schafslunge deuten
darauf hin, daß die Reaktionen auf eine Bradykinin-Stimulation nicht nur vom
Gefäßtyp (d.h. Arterie oder Vene) sondern auch von dem jeweiligen Gefäß-
durchmesser abhängig sind. KEMP ET AL vermuteten, daß eine solche Spezialistation
eine wesentliche Bedeutung für die Widerstandsregulation in dem pulmonalen
Niederstromgebiet haben könnte.
Ergänzend ist an dieser Stelle anzumerken, daß in neueren Arbeiten auch Unter-
schiede hinsichtlich der Ausschüttung bzw. der modulatorischen Funktion der
Bradykinin-Autakoide NO und PGI2 zwischen pulmonalen Arterien und Venen dis-
kutiert werden [57, 68, 162].
Aufgrund der in dieser Arbeit verwendeten hohen Bradyki in-Dosen läßt sich unter
Berücksichtigung der oben bereits vorgestellten Daten von REGOLI UND BARABÉ
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[152]  vermuten, daß in den venösen Gefäßabschnitten der isolierten Kaninchenlunge
noch Bradykinin-Konzentrationen ankommen, die ausreichen, eine Vasokonstriktion
hervorzurufen. Diese Reaktion könnte daher zu der gemessenen PAP-Steigerung
beitragen. Eine genaue Differenzierung ist diesbezüglich aufgrund der verwendeten
Meßmethodik, die ja die pulmonalarteriellen Gefäßwiderstandsänderungen wider-
spiegelt, nicht möglich, könnte aber Gegenstand weiterführender Untersuchungen
sein.
4.7 ROLLE DES PGI2 IN DER PULMONALEN GEFÄßSTROMBAHN
Im pulmonalen Gefäßbett der Kaninchenlunge kommt es in Folge der Bradykinin-
Bolusapplikation zu einer Freisetzung von PGI2, signifikant ist diese Steigerung aber
erst bei gleichzeitiger NO-Synthasehemmung durch L-NAME.
KADOWITZ ET AL [98] konnten bereits 1978 mittels in die Lungengefäße appliziertem
PGI2 zeigen, daß der Arachidonsäuremetabolit prinzipiell in der Lage ist, in der
pulmonalarteriellen Strombahn den PAP dosisabhängig zu senken.
Im Gegensatz zu der im systemischen Kreislauf beschriebenen Vermittlung einer
Bradykinin-induzierten g fäßrelaxierenden Wirkung scheint PGI2 in der pulmonalen
Strombahn der isolierten Kaninchenlunge keine entscheidende vasoaktive Funktion
zu vermitteln. Diese Schlußfolgerung wird durch die Ergebnisse der Versuchsreihen
gestützt, in denen der Cyclooxygenasehemmer Diclofenac zur Anwendung kam.
In Anwesenheit von Diclofenac kommt es, laborchemisch nachgewiesen über einen
fehlenden Anstieg des 6-keto-PGF1a im Perfusatmedium, zu keiner vermehrten
Prostazyklinproduktion in Reaktion auf den Bra ykinin-Bolus. Ein potentieller
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Vasodilatator ist somit gehemmt. Hinsichtlich der pulmonalarteriellen Druckantwort
kommt es im Vergleich mit der Druckreaktion in der Kontrollgruppe aber zu keiner
signifikanten Änderung des PAP-Anstieges, insbesondere zeigt sich auch keine Er-
höhung des Gefäßwiderstandes. Eine weitere Bestätigung der oben genannten
Hypothese ergibt sich bei gleichzeitiger Anwendung eines NO-Synthasehemmers.
Obwohl es nach L-NAME-Gabe und der anschließenden Bradykinin-Applikation zu
einer signifikanten Erhöhung der PGI2-Freisetzung kam, reagierte die Lunge den-
noch mit einem deutlich verstärkten PAP-A stieg nach der erneuten Peptid-Gabe.
Vergleichbar mit der bereits diskutierten, dosisabhängigen TXA2-Ausschüttung auf
Kinin-Applikationen ist bei Verwendung höherer Bradykinin-Konzentrationen auch
eine vermehrte PGI2-Produktion zu vermuten. Ob der Metabolit in diesem Fall eine
relevante vasoaktive, relaxierende Wirkung entfalten würde, kann durch die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit nicht beurteilt werden.
In der Literatur sind bisher keine gesicherten Daten bezüglich der genauen Bedeu-
tung einer Bradykinin-induzierten PGI2-Freisetzung in der Lungenstrombahn be-
schrieben. Vergleichende Untersuchungen sind schwierig, da die Spezifität er aus-
geschütteten Arachidonsäure-Metaboliten sp ziesabhängig ist [8, 75, 163].
Einige experimentelle Arbeiten an verschiedenen Spezies deuten – konträr zu den
vorliegenden Resultaten – darauf hin, daß PGI2 eine vasodilatative Gefäßantwort
infolge einer Bradykininstimulation vermittelt [65, 67, 117, 162]. Diese divergie-
renden Ergebnisse können mit – in ihrer Wertigkeit derzeit nicht sicher zu
beurteilenden – Einflüssen wie z.B. Spezies, verwendete Bradykinin-Dosierung,
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Versuchsmethodik oder unterschiedlichem Ausgangstonus der pulmonalen Gefäße
erklärt werden.
In den zuletzt zitierten Arbeiten wurde neben der PGI2-Funktion auch die Rolle des
zweiten Vasodilatators NO durch Einsatz von NO-Synthasehemmern untersucht.
Hier deuten die Ergebnisse übereinstimmend darauf hin, daß PGI2 – im Vergleich
mit NO – zumindest eine eher untergeordnete Rolle bei der Vermittlung von Brady-
kinin-induzierten Effekten im pulmonalen Gefäßbett spielt. GAMBONE ET AL [67]
vermuteten darüber hinaus auch in der Lunge eine Beteiligung des Endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) als dritten Mediator der Vasodilatation neben
PGI2 und NO.
KADOWITZ ET AL [99] konnten an anästhesierten Katzen und Hunden zeigen, daß
PGI2 insbesondere dann eine verstärkte vasodilatatorische Potenz entwickelt, wenn
der pulmonale Gefäßtonus zuvor aktiv angehoben wurde. Vergleichbare Resultate
erhielten diesbezüglich auch VOELKEL ET AL an der Ratte [186].
Aufgrund dieser Untersuchungsdaten läßt sich folgern, daß Prostazyklin weniger bei
kurzzeitigen Druckspitzen, sondern vor allem bei einer dauerhaften Gefäßwider-
standserhöhung wie beispielsweise einer chronisch hyp xi veränderten Lungen-
strombahn relaxierend wirkt.
Diese Erkenntnisse aus tierexperimentellen Untersuchungen werden u.a. in der klini-
sche Therapie der pulmonalen Hypertension angewendet bzw. sind nach wie vor
noch Gegenstand klinischer Forschung. Für die Lunge ist u.a. exogen appliziertes
PGI2 für die Behandlung dieser Erkrankung von Bedeutung. Neben der intravenösen
Anwendung sind zwecks Reduzierung von unerwünschten systemischen Wirkungen
auch inhalierbare Applikationsformen von PGI2 in klinischer Erprobung [46, 73,
124].
4  DISKUSSION    104
4.8 ROLLE VON NO UND SEINE INTERAKTIONEN MIT TXA 2
Da aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wichtige Interaktionen zwischen den bei-
den Bradykinin-Autakoiden NO und TXA2 anzunehmen sind, soll die Funktion der
Metaboliten in der pulmonalen Gefäßstrombahn gemeinsam diskutiert werden.
In Anwesenheit eines NO-Synthasehemmers führten die folgenden Bradykinin-In-
jektionen zu einer signifikanten Potenzierung der pulmonalarteriellen Druckreaktion
(Versuchsreihe II).
Laborchemisch konnte zudem nachgewiesen werden, daß es in Anwesenheit von L-
NAME infolge eines Kinin-Bolus zu einer signifikant vermehrten TXA2-Ausschüt-
tung im Vergleich mit der Kontrollgruppe kam.
Aus den beschriebenen Ergebnissen läßt sich zunächst ableiten, daß NO bei den
Kontrollversuchen eine den Bradykinin-induzierten Druckanstieg lim tierende Wir-
kung einnehmen muß. Dieser NO-Effekt ist allerdings aufgrund der in den
Versuchsreihen erhobenen Datenlage nicht direkt auf eine relaxierende Wirkung des
Stickstoffmonoxids auf die glatte Gefäßmuskulatur zurückzuführen. Vielmehr
scheint der entscheidende pathophysiologische Mechanismus eine Int raktion zwi-
schen NO und TXA2 zu sein. Dies soll im folgenden näher erläutert werden.
Vergleicht man das Ausmaß der PAP-Reaktion auf Bradykinin-Gaben bei gleich-
zeitger Anwesenheit von Diclofenac und L-NAME im Perfusatkreislauf, so
verhindert der Cyclooxygenasehemmer trotz vorheriger NO-Synthasehemmung
durch L-NAME vollständig eine Potenzierung des Druckanstiegs. Im Perfu at
kommt es zu keinem TXB2-Anstieg (Versuchsreihe III).
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Ergänzend sollen noch die Ergebnisse der Versuchsreihe IV herangezogen werden,
hier wurde zwischen den intermittierenden Bradykinin-Applikationen erst Diclofenac
zur Blockierung des Cyclooxygenasewegs und dann L-NAME zwecks NO-Inhibition
gegeben. Die im Rahmen dieser gewählten Synth sehemmer-Reihenfolge durchge-
führten Druckmessungen zeigten, daß sich eine fehlende NO-Produktion in diesem
Fall nicht mehr auf die Bradykinin-induzierten Veränderungen der pulmonalarteriel-
len Gefäßresistenz auswirkten. Es kam zu einem Druckanstieg, der im Vergleich mit
der PAP-Reaktion der zu Beginn der Versuchsreihen – aus Kontrollzwecken ohne
Cyclooxygenase- bzw. NO-Hemmung – durchgeführten Kinin-Stimulation keine sig-
nifikanten Unterschiede aufwies.
Wäre die NO-Ausschüttung der entscheidende Faktor für die Potenzierung des PAP,
hätte man trotz Cyclooxygenasehemmung eine Verstärkung der PAP-Reaktion er-
warten können. Diese blieb allerdings aus.
Somit kann nur ein Cyclooxygenaseprodukt der Arachidonsäure für die Verstärkung
der pulmonalarteriellen Druckantwort bei gleichzeitiger NO-Hemmung
verantwortlich sein. In erster Linie muß hier – unter Berücksichtigung seiner vaso-
konstriktorischen Potenz – an das in deutlich erhöhten Mengen im Perfusat nach-
gewiesene Thromboxan A2 gedacht werden.
Daß eine Druckverstärkung nur deshalb nicht stattfand, weil keine ausreichende NO-
Synthase-Hemmung mehr gewährleistet war, kann aufgrund der Ergebnisse der
Versuchsreihe II ausgeschlossen werden. Eine Bradykinin-Stimulation ebenfalls 30
Minuten nach L-NAME-Gabe in das Perfusionssystem erzeugte eine signifikante
Verstärkung des PAP-Anstiegs im Vergleich mit der Kontroll-Applikation.
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Basierend auf diesen Ergebnissen hat NO in der pulmonalen Strombahn der isolier-
ten Kaninchenlunge eine andere Bedeutung als in der kardiovaskulären Zirkulation.
NO wirkt bei Bradykinin-Boli in die Lungenstrombahn nicht über eine Endothel-
vermittelte Wirkung relaxierend auf die Gefäßmuskulatur. Vielmehr scheint das
Stickstoffmonoxid indirekt über eine Regulation des an der glatten Muskelzelle kon-
traktorisch wirkenden TXA2 eine wesentliche den Gefäßdruck modulierende
Wirkung auszuüben. In der Versuchsreihe IV „übernimmt“ die Cyclooxygenase-
Hemmung diese Funktion, infolgedessen ist die Potenz rung des Druckanstiegs
vollständig aufgehoben.
In der Literatur wurden bisher mögliche Interaktionen zwischen verschiedenen Bra-
dykinin-Autakoiden in der Lungenstrombahn noch wenig untersucht.
Nach der vorliegenden Studie ist NO in der Lage, die Fähigkeit des Bradykinins zu
limitieren, eine TXA2- usschüttung in der Lungenstrombahn hervorzurufen.
Einen vom Prinzip her vergleichbaren Mechanismus haben LEWIS ET AL 1999 [112]
für einen anderen pathophysiologischen Zusammenhang veröffentlicht: die Broncho-
konstriktion über Endothelin (ET-1) an der Meerschweinchenlunge. Auch hier
vermuteten die Autoren, daß das endogenen NO in der Lage ist, die in diesem Fall
durch ET-1 induzierte TXA2-Ausschüttung zu reduzieren. Diese Hemmung entfiel
durch L-NAME, infolgedessen dann die erhöhten Thromboxan A2-Konze tration
eine verstärkende Wirkung auf die Kontraktion der bronchialen Muskulatur entfalten
konnte.
LEWIS ET AL konnten darüber hinaus ebenfalls einen Zusammenhang zwischen einer
NO-Synthasehemmung mittels L-NAME und einer gesteigerten TXA2-F eisetzung
nachweisen. An der isolierten Me rschweinchenlunge kam es nach einer 30-minüti-
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gen Infusion von L-NAME in den von diesen Autoren durchgeführten Versuchs-
reihen bei einer nachfolgenden Bradykinin-Gabe zu einer Potenzierung der
Thromboxan A2-Freisetzung [111].
Sicherlich bedarf es weiterer experimenteller Studien, um die genauen pathophysio-
logischen Zusammenhänge weiter aufklären bzw. bestätigen zu können.
Insbesondere gilt es zu überprüfen, ob die beschriebene Interaktion der beiden Kini -
Autakoide auch für noch höhere Bradykinin-Konzentrationen (> 10-6 mol/l) als die in
der vorliegenden Arbeit verwendeten zutreffen, da sich, wie oben bereits erläutert,
die absoluten Mengen des ausgeschütteten Thromboxan A2 abhängig von der ver-
wendeten Bradykinin-Dosierung ändern.
Von weiterer Bedeutung ist auch die Frage der für die Versuche genutzten Tierspe-
zies bzw. die Übertragbarkeit der (an der Kaninchenlunge) gewonnenen Ergebnisse
auf andere Spezies.
So schwanken die Reaktionen auf Bradykinin-Substitutionen in Anwesenheit einer
NO-Synthasehemmung zwischen einerseits überhaupt keinem Effekt an der Ratten-
lunge [139], andereseits Wirkungsumkehr der Druckreaktion nach L-NAME-
Applikation ebenfalls an der Rattenlunge [3] und schließlich Abschwächung einer
zuvor durch Bradykinin hervorgerufenen Vasodilatation in der Katzenlunge [45].
Demzufolge würde in den zitierten experimentellen Untersuchungen NO jeweils eine
andere regulatorische Funktion mit teilweise sogar intraspezifischen Wirkungsdiffe-
renzen einnehmen. Allerdings muß neben sicherlich vorhandenen Spezies-
unterschieden in der Reaktion auf Kinine weiterhin berücksichtigt werden, daß in
den verschiedenen Arbeiten sehr unterschiedliche Versuchsmethoden und
insbesondere auch divergierende Bra ykinin-Konzentrationen verwendet wurden.
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Diese lassen sich untereinander nur sehr schwer vergleichen, da sich der entschei-
dende Parameter – die lokale Bradykinin-Konzentration in der Lungenstrombahn –
aufgrund der in den Arbeiten nicht genau definierten bzw. unterschiedlichen Appli-
kationsgeschwindigkeiten [3, 139] oder nur ungenauen Angaben zu dem Ver-
teilungsvolumen [45] nicht exakt berechnen läßt.
Um diese kontroversen Resultate weiter abzuklären, müßten standardisierte Ver-
suchsmethodiken und vergleichbare (z.B. gewichtsbezogene) Dosierungen  bzw.
Endkonzentrationen der jeweiligen Pharmaka im Perfusat- oder Blutkreislauf ver-
wendet werden.
Im Rahmen der Besprechung der Funktion von NO in der pulmonalen Gefäßstrom-
bahn und seinen Interaktionen mit TXA2 soll ergänzend noch auf neuere
Erkenntnisse verschiedener experimenteller Arbeiten kurz eingegangen werden.
Ein erhöhtes Ansprechen auf den vasokonstriktorischen Effekt des TXA2 bei gleich-
zeitiger Hemmung der endogenden NO-Synthase konnten NISHIWAKI ET AL 1992
[136] in der pulmonalen Strombahn des Hundes sowie WRIGHT ET AL 1999 [198] in
der Rattenlunge nachweisen. Nach diesen Ergebnissen ist die Lungenstrombahn in
der Lage, auf eine Stimulation von TXA2 mit einer gesteigerten Ausschüttung von
NO zu reagieren. Daß NO in der pulmonalen Strombahn ein wichtiger Modulator der
pulmonalen Druckantwort auf Vasokonstriktoren wie TXA2 (respektive dem TXA2 –
Analogon U-46619) ist, konnten KAVANAGH ET AL 1996 auch in der pulmonalen
Strombahn des Kaninchens zeigen [103].
Damit scheint sich für das NO – neben seinem limiti renden Einfluß auf die Effekti-
vität eines Agonisten, einen TXA2-Ausstoß und damit einen vasokonstriktorischen
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Effekt  hervorzurufen – eine ergänzende, ebenfalls gefäßprotektive Funktion abzu-
zeichnen.
Vorstellbar ist ein bestimmtes Gleichgewichtsverhältnis der beiden Bradykinin-
Autakoide NO und TXA2. Fällt nun ein Anteil dieses Gleichgewichts, z.B. das
vasodilatierende NO weg – experimentell simuliert durch eine pharmakologische
NO-Synthasehemmung – überwiegt die vasokonstriktorische Wirkung des TXA2.
Am Herzen ist die klinische Bedeutung eines solchen funktionellen Antagonismus
bereits näher untersucht. Durch Thromboxan A2 kann es bei einem reduzierten
„Gegenspieler NO“ im Rahmen einer endothelialen Dysfunktion, wie es z.B.
aufgrund komplexer pathophysiologischer Ursachen bei der Atherosklerose vor-
kommt, zu einem lokalen G fäßspasmus kommen. Dieser wirkt sich neben weiteren
Endothel-abhängigen Mechanismen wiederum ungünstig im Sinne einer gesteigerten
Thrombusbildung und somit als eine der Ursachen einer KHK-Symptomatik aus
[87].
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4.9 ABHÄNGIGKEIT DER WIRKUNGSINTENSITÄT DES NO VOM AUSGANGSTONUS
Ein einheitliches Fazit über die Wirkung des e dogenen NO in seiner Eigenschaft als
Regulator des basalen pulmonalarteriellen Gefäßtonus und damit, bei konstantem
Flow, des pulmonalarteriellen Drucks kann aufgrund widersprüchlicher Versuchs-
ergebnisse nicht gezogen werden. Hierauf ist bereits in der Einleitung dieser Arbeit
eingegangen worden.
Übereinstimmend mit der Mehrzahl der experimentellen Resultate scheint NO aber
auch in der isolierten Kaninchenlunge – genau wie bei isolierten Lungengefäßen des
menschlichen Organismus [40] – zur Aufrechterhaltung des basalen G fäßtonus
beizutragen. Dies zeigten insbesondere die Vorversuche der vorliegenden Arbeit.
Dosisabhängig war es bei einer NO-Synthasehemmung mittels L-NAME zu unter-
schiedlich schnellen, teils irreversiblen Druckanstiegen gekommen.
Auch für die Bradykinin-induzierten Effekte scheint ein erhöhter Gefäßwiderstand
zum Applikationszeitpunkt, aufgrund einer unter diesen Bedingungen gesteigerten
modulatorischen Fähigkeit des NO, von wichtiger Bedeutung zu sein. Dies zeigen
experimentelle Arbeiten, bei denen der Ausgangstonus mittels hypoxischer Beat-
mung oder auch durch das TXA2-Analogon U-46619 artifiziell erhöht wurde.
RUSSELL ET AL [159] publizierte 1990 den Einfluß von Hypoxie auf die Druckverän-
derungen der pulmonalen Gefäße infolge von Bradyki in-Applikationen an gesunden
und chronisch-hypoxischen isolierten Rattenlungen. Bei den letztgenannten lag eine
pulmonale Hypertonie mit erhöhtem G fäßtonus vor. Bei den chronisch-hypoxischen
Rattenlungen kam es auf Bradykinin zu einer Vasodilatation, in der Kontrollgruppe
dagegen zu einer jeweils dosisabhängigen Vasokonstriktion. Somit werden – zumin-
dest in der Rattenlunge – die Auswirkungen einer Kinin-Substitution von einer
gesteigerten Autakoid-Potenz bei erhöhtem Gefäßtonus beeinflußt.
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Auch ARCHER ET AL [4] sowie OKA ET AL [141] wiesen die wesentliche Bedeutung
des NO bei erhöhtem Gefäßwiderstand an (chronisch) hypoxischen Rattenlungen
nach. Für den Kaninchenorganismus konnte dieser wichtige Effekt sowohl an der
isolierten Kaninchenlunge von WALMRATH ET AL [187] und UNCLES ET AL [182] als
auch am anästhesierten Kaninchen im Ga ztierversuch von SPRAGUE ET AL [176]
sowie KAVANAGH ET AL [103] aufgezeigt werden.
Zusammenfassend bestätigen alle genannten experimentellen Arbeiten zumindest die
pathophysiologische Vorstellung, daß unter den Bedingungen einer erhöhtenbasalen
Gefäßresistenz eine vermehrte NO-Freisetzung eine wichtigere Rolle in der Auf-
rechterhaltung der pulmonalen Druckverhältnisse spielt, als bei einem
physiologischen Gefäßtonus.
4.10 EINFLUß DER GEWÄHLTEN VERSUCHSMETHODIK AUF DIE INTERPRETATION
DER ERHALTENEN ERGEBNISSE
Ob die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Resultate an der isolierte
Kaninchenlunge und die aufgezeigten Interaktionen der verschiedenen Substanzen
auch auf den gesamten Organismus it der gleichen pathophysiologischen Relevanz
übertragen werden können, sollte in weiteren Studien näher untersucht werden.
Bei der Interpretation der erhaltenen Ergebnisse müssen die Besonderheiten der an-
gewendeten Versuchsmethoden sowie auch die physiologischen Eigenschaften eines
intakten Organismus berücksichtigt werden.
Mit der Frage der Übertragbarkeit von Ergebnissen von Experimenten an isolierten
Lungenmodellen auf in vivo-Verhältnisse haben sich mehrere Arbeitsgruppen be-
schäftigt [90, 103, 147].
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· HYMAN ET AL [90] untersuchten mittels einer neuen Herzkathetertechnik in
der  Rattenlunge das Verhältnis von pulmonalarteriellem Druck zu entspre-
chendem Blutfluß im intakten Versuchstier unter physiologischen
Bedingungen. Die so gewonnenen Daten waren teilweise konträr zu den am
isolierten Organmodell erhaltenen Resultaten.
· Unterschiede bezüglich der Wirkungseigenschaft von L-NAME auf den ba-
salen Gefäßtonus erhielten KAVANAGH ET AL [103] bei ihren experimentellen
Versuchsreihen an isolierten, mit einer physiologischen Perfusatlösung
durchflossenen Lungen im Vergleich mit Versuchen an künstlich beatmeten
„open-chest“-Kaninchen von PERSSON ET AL [147].
· Der NO-Inhibitor schien in den Versuchsreihen der zuletzt genannten
Autoren den pulmonalen G fäßtonus nachhaltiger zu beeinflussen als in der
Strombahn des iolierten Organs. Indirekt konnten so Rückschlüsse auf die
Bedeutung des NO in den verschiedenen Versuchsmodellen gezogen werden.
Experimentelle Untersuchungsergebnisse anderer Arbeiten zeigen mögliche patho-
physiologische Mechanismen auf, wie diese kontroversen Reaktionen möglicher-
weise erklärbar sind.
· Unter physiologischen Bedingungen (in vivo) ist der pulmonale Gefäßwider-
stand auch von der kardialen Auswurfleistung abhängig. Der Widerstand im
pulmonalen Gefäßbett fällt mit steigender Auswurfleistung, da es durch den
erhöhten Fluß über verstärkte Scherkraftmechanismen vor allem zu einer ge-
steigerten Freisetzung des relaxierenden NO kommt, wie auch für die
Kaninchenlunge gezeigt werden konnte [175, 196]. Auch hier scheint es al-
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lerdings speziesspezifische Unterschiede zu geben, wie BARNARD ET AL
beschrieben [10].
· An der isolierten Rattenlunge konnten WILSON ET AL [196] im direkten Ver-
gleich zeigen, daß es Unterschiede in den pathophysiologischen Auswirkung
einer NO-Synthasehemmung gibt, je nachdem, ob die isolierten Lungen ent-
weder mit einem konstanten Flow oder einem konstanten Druck perfundiert
wurden.
· 1995 und 1996 publizierte Ergebnisse von SPRAGUE ET AL [174] an der iso-
lierten Kaninchenlunge und UNCLES ET AL [182] an der isolierten Rattenlunge
wiesen außerdem darauf hin, daß das verwendete Perfusatmedium einen ent-
scheidenden Einfluß auf die NO-vermittelte pulmonale Gefäßreaktionen hat.
Die beiden Arbeitsgruppen erhielten durch  vergleichende Untersuchungen in
beiden Spezies übereinstimmend das Ergebnis, daß NO vor allem in den mit
Blut bzw. bluthaltigen Medien perfundierten Lungen (relaxierend) an der Re-
gulation des pulmonalen Gefäßwiderstands teilnahm, während in den
Organen, die mit einer physiologischen Pufferlösung durchströmt wurden,
NO keine signifikanten Effekte auf den Gefäßtonus hatte.
· In der vorliegenden Arbeit kam eine zell- bzw. blutfreie Perfusatlösung zum
Einsatz. Bei der Diskussion über eine Übertragung der vorliegenden
Ergebnisse auf in-vivo-Verhältnisse muß auch die Funktion von Leukozyte
und Thrombozyten mit deren Fähigkeit zur Ausschüttung von Arachidon-
säuremetaboliten berücksichtigt werden. So kommt es bei einer Aktivierung
von Thrombozyten z.B. im Rahmen von Gefäßverletzungen mit Aktivierung
des Gerinnungssystems oder auch beim peripheren Kreislaufversagen unter-
schiedlichster Genese u.a. zur Ausschüttung des vasokon triktorisch wir-
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kenden TXA2, das aufgrund des gewählten Versuchsmethodik in der
vorliegenden Arbeit unberücksichtigt bleibt. Auch eine Vielzahl weiterer bei
der Aktivierung von Thrombozyten ausgeschütteter gefäßaktiver Substanzen
wie z.B. 5-Hydroxytryptamin (Serotonin) oder PDGF (platelet derived growth
factor) muß unter in vivo Bedingungen berücksichtigt werden.
Vergleichbares gilt auch für die Aktivierung von Leukozyten und Lympho-
zyten, die durch physiologische, pathophysiologische, chemische oder
pharmakologische Stimuli eine Vielzahl von gefäßaktiven Mediatoren
freisetzen können.
So vermittelt z.B. freigesetztes Histamin über seinen G-Protein-gekoppelten
H1-Rezeptor – ebenso wie das Bradykinin über den B2-Rezeptor – eine
Aktivierung der Phospholipase C mit konsekutiver Aktivierung von Pr tein-
kinasen und der Phospholipase A2. Über die Freisetzung von Ca2+ kommt es
zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur. In Endothelzellen aktiviert ein
durch Stimulation von H1-Rezeptoren induzierter Ca2+-Anstieg die NO-
Synthase, das vermehrt gebildete NO kann zur Vasodilatation der glatten
Gefäßmuskelzelle führen. Ein weiterer Mediator ist das 5-Hydroxytryptamin
[5-HT, Serotonin], das über 5-HT2A Rezeptoren auf der Thrombozyten-
membran zusätzlich zu möglichen eigenen vasoaktiven Effekten mit den
Blutplättchen i teragieren kann [64].
Der Einfluß der oben genannten Mediatoren ist mit dem gewählten
Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit nicht zu berücksichtigen. Gerade
hinsichtlich der in der Einleitung beschriebenen HMW-Kininogen-Bindungs-
stellen auf z.B. Thrombozyten und Granulozyten [in 209] ergeben sich auch
Interaktionen mit der Muttersubstanz von Bradykinin, die bei einer zellfreien
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Perfusatlösung vernachlässigt werden. Hier ergeben sich Ansätze für
weiterführende experimentelle Untersuchungen.
Bereits bei der Diskussion der einzelnen Metaboliten wurde immer wieder auf die
Schwierigkeit eines Vergleichs zwischen den in den unterschiedlichen Arbeiten ge-
wonnenen Ergebnissen v.a. aufgrund der teilweise völlig verschiedenen Versuchs-
methodiken hingewiesen. REGOLI UND BARABÉ [152] zeigten bereits in einer 1980
erschienenen Kinin-Übersichtsarbeit auf, daß an isolierten Organen erhobene Daten
nur unter Vorbehalt auf in vivo-Verhältnisse übertragbar sind.
Die oben aufgeführten Mechanismen können mit dazu beitragen, in der Literatur
beschriebene, zunächst widersprüchlich erscheinende Resultate hinsichtlich der
Funktion vasoaktiver Kinine bzw. deren Autakoide zu differenzieren und die
Bedeutung der in den verschiedenen Versuchsmodellen erhaltenen R sultate besser
verstehen bzw. interpretieren zu können.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUßFOLGERUNG
In der vorliegenden Studie sollten am Modell der isolierten und perfundierten Kanin-
chenlunge die bisher noch nicht genau bekannten Effekte von Bradykinin und seiner
Autakoide NO, PGI2 und TXA2 in der pulmonalen Gefäßstrombahn weiter aufgeklärt
werden.
Hierzu wurden nach einem sich ergänzenden Applikationsschema der s lektive
cNOS-Synthasehemmer L-NAME und der Cyclooxygenasehemmer Diclofenac in
die Lungenstrombahn zwischen intermittierenden Bradykinin-Bolusgaben injiziert.
Entscheidender Meßparameter war der pulmonalarterielle Druck (PAP), der direkt
die Änderungen des Gefäßwiderstands widerspiegelte. Laborchemisch wurden die
stabilen Abbauprodukte von Thromboxan A2  und Prostazyklin bestimmt.
Bradykinin in einer im Perfusatkreislauf vorliegenden Endkonzentration von 10-6
mol/l führte zu gut reproduzierbaren und reversiblen Druckanstiegen.
Die NO-Inhibition mit einer L-NAME-Konzentration von 10-7 mol/l führte zu einer
signifikanten Verstärkung des Bradykinin-induzierten PAP-Anstiegs. Diese Poten-
zierung der Druckreaktion wurde durch eine Cyclooxygenasehemmung vollständig
verhindert.
Weiterhin konnten die durchgeführten Versuchsreihen zeigen, daß weder die NO-
noch die Cyclooxygenase-Inhibition einen Einfluß auf die grundsätzliche
Bradykinin-Reaktion im pulmonalen Gefäßbett hatte: Es kam in Anwesenheit beider
Hemmstoffe zu einem unveränderten Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks im
Vergleich mit der Kontrollgruppe. Dies impliziert, daß – bei der in der Studie ver-
wendeten Bradykinin-Dosierung – der Anstieg des Gefäßwiderstands nicht durch
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Mediatoren, sondern durch eine direkteWirkung des in hohen lokalen Konzen-
trationen vorliegenden Bradykinins auf die glatte Gefäßmuskulatur induziert ist. Ob
im Zuge dieser hohen Konzentrationen durch ein „Weiterspülen“ des Bradykinins
mit dem Perfusionsflow auch in den pulmonalvenösen Abschnitten der
Kaninchenlunge noch eine vasokonstriktive Reaktion hervorgerufen wurde, kann
aufgrund der gewählten Versuchsmethodik der vorliegenden Studie nicht beurteilt
werden.
Genau wie in der systemischen Zirkulation wird auch im pulmonalen Gefäßbett
durch Bradykinin das Arachidonsäuresystem aktiviert. Nach einer alleinigen
Bradykinin-Applikation konnte statistisch allerdings lediglich ein signifikanter
Anstieg des TXA2 nachgewiesen werden.
Anders verhielt sich die Synthese der Arachidonsäuremetaboliten in Anwesenheit
von L-NAME. Unter der NO-Inhibition kam es – Bradykinin-induziert – neben einer
deutlich verstärkten TXA2-Ausschüttung jetzt auch zu einem signifikanten Anstieg
der PGI2-Produktion.
Zusammenfassend lassen die in der vorliegenden Studie erhobenen Resultate
folgende wichtige Rückschlüsse hinsichtlich der Funktion bzw. Wirkungsweise der
Bradykinin-Autakoide in der pulmonalen Strombahn zu:
1. Bei der für die Versuchsreihen gewählten Bradykinin-Konzentration hat das
Thromboxan A2  keinen wesentlichen Einfluß auf den Bradykinin-induzierten
PAP-Anstieg, wohingegen der Arachidonsäuremetabolit entscheidend für die
Druckpotenzierung bei gleichzeitiger NO-Synthasehemmung verantwortlich ist.
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2. NO mäßigt in der pulmonalen Strombahn den vasokonstriktiven Effekt von Bra-
dykinin. Ausschlaggebend für die Modulation des pulmonalarteriellen
Druckanstiegs scheint die Fähigkeit des Stickstoffmonoxids zu sein, die Bradyki-
nin-induzierte Thromboxan-Ausschüttung zu limitieren.
Damit nimmt das NO eine „Schutzfunktion“ vor zu hohen pulmonalen
Druckanstiegen wahr. Thromboxan A2 wird bei einem „Durchbrechen“ dieser
physiologischen „Barriere“ zu einem bed utend n Mediator.
3. Der zweite gemessene Arachidonsäuremetabolit PGI2 spielt bei der Vermittlung
der Bradykinin-Wirkung im pulmonalen Gefäßbett des Kaninchens nach den
vorliegenden Ergebnissen keine entscheidende Rolle. Obwohl es unter einer NO-
Synthasehemmung zu einem signifikanten Anstieg des Metaboliten kam, führte
eine erneute Bradykinin-Bolusgabe zu einer deutlichen Potenzierung des
pulmonalarteriellen Drucks.
Von klinischer Bedeutung sind die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zum
einen für die Anwendung von ACE-Hemmern, die, begründet durch ihr Wirkprinzip,
eine lokale Akkumulation von Bradykinin induzieren können. Im Gegensatz zur
koronaren Strombahn, wo der genaue Mechanismus und Nutzen eines solchen
Effekts bereits intensiv erforscht wurde, besteht für die Lungengefäße diesbezüglich
noch intensiver Forschungsbedarf.
Die Resultate der vorliegenden Studie zeigen, daß die Lungenstrombahn insbe-
sondere dann sehr sensitiv auf eine Bradykinin-induzierte Wirkung anspricht, wenn
physiologischerweise vorhandene Gegenregulationsmechanismen gehemmt sind.
Eine klinische Relevanz ergibt sich auch für die Sepsis. Hier kommt es zu hohen
systemischen und lokalen Bradykinin-Konzentrationen, die infolge einer endo-
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thelialen Dysfunktion zu einer pulmonalen Vasokonstriktion führen. In den letzten
Jahren wurden in experimentellen Studien therapeutische Ansätze mit verschiedenen
Bradykinin-Rezeptorantagonisten erprobt, die Ergebnisse waren widersprüchlich [63,
157]. Ob Bradykinin-Antagonisten sich in der Therapie der Sepsis durchsetzen, ist
zur Zeit ungewiß. FISCHER ET AL [63] wiesen in einer im März 2000 veröffentlichten
Arbeit darauf hin, daß Cyclooxygenaseprodukte eine wesentliche Rolle in der
Modulation septischer Prozesse u.a. am Endothel spielen. Auch in den
Versuchsreihen der vorliegenden Arbeit konnte – bei vorheriger Hemmung der
endothelialen NO-Produktion – durch eine unselektive Cyclooxygenasehemmung die
pulmonale Vasokonstriktion deutlich reduziert werden. Weitere Studien müssen
diese Resultate bestätigen, um evtl. eine Therapiestrategie der Sepsis-induzierten
endothelialen Dysfunktion in der pulmonalen Strombahn entwickeln zu können.
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